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ABSTRACT
R a p i d l y  g r o w i n g  c u l t u r e s  c a p a b l e  o f  o x i d i z i n g  n a p h t h a ­
l e n e  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  n a p h t h a l e n e  e n r i c h e d  s o i l .  A e r a t e d  
m i n e r a l  s a l t s - n a p h t h a l e n e  e n r i c h m e n t  c u l t u r e s  w e r e  t r a n s ­
f e r r e d  s e r i a l l y  tv d .c e  w e e k l y  t h r o u g h  e i g h t  t r a n s f e r s .  P u r e  
c u l t u r e s  f r o m  i s o l a t e d  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c t e d  a c c o r d i n g  t o  
a c i d o g e n e s i s  a n d  r a p i d  g r o w t h .  A l l  r e s e m b l e d  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a . A l l  2 7  s e l e c t e d  c u l t u r e s  p r o d u c e d  s a l i c y l i c  
a c i d  f r o m  n a p h t h a l e n e  i n  a s a l t  s - n a p h t h a l e n e  medium  c o n t a i n ­
i n g  CaCOg. O n ly  one s t r a i n  p r o d u c e d  s a l i c y l i c  a c i d  i n  CaCOg- 
f r e e  m e d i u m .  I n  t h i s  medium t h e  o p t im u m  i n i t i a l  pH f o r  
s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  was  pH 8 .  I n c r e a s e d  a e r a t i o n  i n c r e a s e d  
t h e  r a t e  b u t  n o t  t h e  e x t e n t  o f  a c i d  p r o d u c t i o n .  D e l e t i o n  o f  
m a g n e s i u m ,  c a l c i u m  o r  i r o n  s a l t s  f rom  t h e  medium d e c r e a s e d  
s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n .  C a l c i u m  o r  i r o n  d e l e t i o n s  e x h i b i t e d  
t h e  g r e a t e s t  e f f e c t ,  d e p r e s s i n g  s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  a p ­
p r o x i m a t e l y  90  p e r  c e n t  . D u r i n g  g r o w t h ,  a f t e r  a b o u t  10 
h o u r s  I n c u b a t i o n ,  the  r a t e s  o f  g r o w t h -  s a l i c y l i c  a c i d  f o r m a ­
t i o n ,  a nd pH c h a n g e  p u r s u e d  p a r a l l e l  c o u r s e s  u n t i l  pH 4 . 0  
t o  4 . 5  was r e a c h e d .  A t  t h i s  t i m e  a l l  a c t i v i t y  c e a s e d .  I f ,  
h o w e v e r ,  t h e  medium was b u f f e r e d  b y  a d d i t i o n  o f  2 . 0  p e r  c e n t  
KgHPO^ n a p h t h a l e n e  w as  c o n v e r t e d  a l m o s t  s t o i c h i o m e t r i c  a l l y  
t o  s a l i c y l i c  a c i d  I n  48 h o u r s ,  t h e n  w a s  r a p i d l y  d e g r a d e d .
R e s t i n g  c e l l s ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  s i m u l a t i n g  g r o w t h ,  
a l s o  a c c u m u l a t e d  l a r g e  a m o u n t s  o f  s a l i c y l i c  a c i d .  H o w e v e r ,  
c e l l s  h a r v e s t e d  d u r i n g  v i g o r o u s  s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  w e re
v i i
c a p a b l e  o f  o x i d i z i n g  s a l i c y l i c  a c i d  a t  r a t e s  a p p r o a c h i n g  80 
p e r  c e n t  o f  t h e i r  o x i d a t i v e  c a p a c i t y  w i t h  n a p h t h a l e n e .  
S a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  w a s  n o t  d e p r e s s e d  b y  a d d i t i o n ,  o f  t h e  
m i n e r a l  s a l t s  o f  t h e  g r o w t h  m e d iu m  o r  a t  a n y  pH l e v e l  w i t h i n  
t h e  g r o w t h  r a n g e  (pH 5 . 5  t o  8 . 0 ) .  T h i s  o x i d a t i v e  m e c h a n i s m  
o c c u r r e d  a d a p t i v e l y  i n  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s .  A t  n a p h ­
t h a l e n e  c o n c e n t r a t i o n s  a p p r o a c h i n g  t h o s e  i n  t h e  g r o w t h  m e d iu m  
s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i o n  w as  v i r t u a l l y  e l i m i n a t e d .  N a p h t h a l e n e  
a l s o  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  o x i d a t i o n  o f  g l u c o s e  b y  n a p h t h a l e n e  
g ro w n  c e L l s .  G l u c o s e  g r o w n  c e l l s  m e t a b o l i s e d  b o t h  n a p h t h a l e n e  
a n d  g l u c o s e  c o n e  c r a m i t a n t l y  w i t h  no i n t e r f e r e n c e .  I t  was  s u g ­
g e s t e d  t h a t  n a p h t h a l e n e  was p r e f e r e n t i a l l y  m e t a b o l i s e d  b y  n a p h ­
t h a l e n e  g r o w n  c e l l s .
D u r i n g  g r o w t h  i n  a n a p h t h a l e n e - m i n e r a l  s a l t s  m ed ium  
p o o r l y  s u i t e d  f o r  t h e  g r o w t h  o f  P .  a e r u g i n o s a  1 , 2 - d i h y d r o  -  
n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  was d e t e c t e d .  T h i s  com pound  c o u l d  n o t  
be  d e t e c t e d  d u r i n g  g r o w t h  w i t h  o t h e r  n a p h t h a l e n e  m e d i a .  How­
e v e r ,  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  w e r e  c a p a b l e  o f  m e t a b o l i s i n g
1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l  , 2 - d i o l .  The  r a t e  o f  o x i d a t i o n  was  
n o t  r a p i d  e n o u g h  t o  d e f i n i t e l y  I m p l i c a t e  t h i s  c o m p o u n d  a s  a n  
ihb e n a e d l a t e  i n  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n .
N a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  a l s o  r a p i d l y  m e t a b o l i s e d  b o t h  
1 -  a n d  2 - n a p h t h o l .  S a l i c y l i c  a c i d  d i d  n o t  a c c u m u l a t e  d u r i n g  
m e t a b o l i s m  o f  e i t h e r  n a p h t h o l  a l o n e .  H o w e v e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  s a l i c y l  a l c o h o l ,  a n  I n h i b i t o r  o f  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n ,  
s a l i c y l i c  a c i d  c o u l d  b e  s h o w n  t o  a r i s e  f r o m  1 - n a p h t h o l .  No 
s a l i c y l a t e  was f o r m e d  f r o m  2 - n a p h t h o l .
v l l i
INTRODUCTION
T h e  b i o l o g i c a l  u t i l i z a t i o n  o f  h y d r o c a r b o n s ,  a l t h o u g h  k n o w n  
t o  o c c u r  s i n c e  t h e  e n d  o f  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  ( s e e  O s n i t -  
s k a y a ,  1 9 4 6  f o r  r e v i e w ) ,  I s  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  I n  p a r t  t h i s  
I s  d u e  t o  t h e  l a c k  o f  s t u d y  o f  t h e  b a s i c  f a c t o r s  I n v o l v e d  i n  
t h i s  o x i d a t i o n .  A l t h o u g h  I t  s e e m s  c o m p l e t e l y  I l l o g i c a l  t o  
a t t e m p t  t o  I n v e s t i g a t e  t h e  i n t e r m e d i a r y  m e t a b o l i s m  o f  h y d r o ­
c a r b o n  u t i l i z a t i o n  w i t h o u t  p r e v i o u s l y  h a v i n g  a n  u n d e r s t a n d i n g  
o f  t h e  f a c e t s  i n v o l v e d  i n  o b t a i n i n g  a n  a c t i v e  o x i d a t i v e  s y s t e m ,  
l i t t l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  g i v e n  t o  t h i s  p o r t i o n  o f  h y d r o c a r b o n  
m i c r o b i o l o g y .
T h e  m i c r o b i a l  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  w as  c h o s e n  a s  a  
m o d e l  s y s t e m  f o r  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  f a c t o r s  c o n t r o l l i n g  
h y d r o c a r b o n  o x i d a t i o n s .  A p p l i c a t i o n  o f  t h e s e  p r i n c i p l e s  
h a s  b e e n  m a d e  t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  s t e p s  i n  t h i s  
r e a c t i o n .  N a p h t h a l e n e  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  ( 1 )  t h i s  c o m p o u n d  i s  
a  t y p i c a l  " w a t e r  I n s o l u b l e  h y d r o c a r b o n , "  ( 2 )  som e  o f  t h e  I n t e r ­
m e d i a t e  o x i d i z e d  c o m p o u n d s  i n v o l v e d  I n  c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  
t h i s  m a t e r i a l  t o  COg a n d  w a t e r  a r e  k n o w n ,  a n d  ( 5 )  a  l i m i t e d  
a m o u n t  o f  w ork  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  c o n c e r n i n g  t h e  f a c t o r s  
c o n t r o l l i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h i s  c o m p o u n d ,
S t r a w i n s k i  a n d  S t o n e  ( 1 9 4 3 )  r e p o r t e d  s a l i c y l i c  a c i d  t o  
b e  f o r m e d  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e .  O t h e r  i n v e s t i ­
g a t o r s ,  a s  r e v i e w e d  b y  A r n a u d i ,  ejb a l . ,  ( 1 9 5 5 )  h a v e  s t u d i e d  
t h e  i n t e r m e d i a t e  b i o c h e m i s t r y  o f  o x i d a t i o n  o f  a r o m a t i c  a c i d s ,  
v i a  c a t e c h o l  o r  p r o t o c a t a c h u i c  a c i d ,  a n d  ^ - k e t o a d l p l e  a c i d ,
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t o  s u c c i n a t e .  T h e r e f o r e ,  t h e  s c o p e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w as  
l i m i t e d  t o  t h e  u n e x p l o r e d  s t e p s  I n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a ­
l e n e  t o  s a l i c y l i c  a c i d .
I t  i s  a l s o  o f  I n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  B o y l s n d  ( 1 9 5 0 )  h a s  
c a l l e d  a t t e n t i o n  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  c a r c i n o g e n e s i s  a n d  
m e t a b o l i s m  o f  c a r c i n o g e n i c  h y d r o c a r b o n s  a r e  a s s o c i a t e d .  
M t h o u g h  n a p h t h a l e n e  h a s  n o t  b e e n  I m p l i c a t e d  I n  c a r c i n o g e n e s i s ,  
I t  I s  t h e  s  i m p l e s t  member  o f  t h e  s e r i e s  o f  p o l y c y c l i c  h y d r o ­
c a r b o n s ,  s a n e  o f  whic  h  h a v e  b e e n  I m p l i c a t e d  a s  c a r c i n o g e n i c  
a g e n t s .  T h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  m e t a b o l i c  s t u d i e s  w i t h  
n a p h t h a l e n e  m ay  g i v e  s a n e  i n s i g h t  i n t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  c a r ­
c i n o g e n e s i s  b y  p o l y c y c l i c  h y d r o c a r b o n s .
HISTORICAL REVIEW
The  m i c r o b i o l o g y  a n d  b i o c h e m i s t r y  o f  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a ­
t i o n  d u r i n g  t h e  p a s t  h a l f  c e n t u r y  can  b e  s u b d i v i d e d  I n t o  
t h r e e  g e n e r a l  c a t e g o r i e s :  ( 1 )  i s o l a t i o n  o f  b a c t e r i a  r e p o r t e d
t o  b e  c a p a b l e  o f  u t i l i z a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e ,  ( 2 )  I s o l a t i o n  o f  
v a r i o u s  p r o d u c t s  f r o m  t h e  u r i n e  o f  l a b o r a t o r y  a n i m a l s  d o s e d  
w i t h  n a p h t h a l e n e ,  a n d  a t t e m p t s  t o  c o r r e l a t e  t h e s e  f i n d i n g s  
w i t h  i n t e r m e d i a r y  s t e p s  I n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  b y  t h e  
a n i m a l ,  a n d  ( 3 )  I n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  
n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  b y  u s e  o f  m i c r o o r g a n i s m s *  T h e s e  l a s t  
i n v e s t i g a t i o n s  w e r e ,  I n  g e n e r a l ,  a t t e m p t s  to  s h o w  t h a t  t h e  
s t e p s  t h a t  o c c u r  d u r i n g  n a p h t h a l e n e  d e c o m p o s i t i o n  I n  m i c r o ­
o r g a n i s m s  a r e  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  a p p a r e n t l y  o c c u r r i n g  i n  
a n i m a l  s .
N a p h t h a l e n e  D e c c o i p o s l n g  M i c r o o r g a n  i s m s  
A t  p r e s e n t  a t  l e a s t  f i v e  g e n e r a  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a r e  
r e p o r t e d  c a p a b l e  o f  u t i l i z i n g  n a p h t h a l e n e  a s  a  s o l e  c a r b o n  
a n d  e n e r g y  s o u r c e .  I n  g e n e r a l ,  t h e  g r e a t e s t  n u m b e r  o f  b a c ­
t e r i a  I s o l a t e d  w e r e  m em b ers  o f  t h e  g e n u s  P s e u d o m o n a s .  T h i s  
s h o u l d  n o t  b e  s u r p r i s i n g  i n  v i e w  o f  t h e  s t a t e m e n t  b y  v a n  N i e l  
( 1 9 5 5 )  t h a t  in l i q u i d  e n r i c h m e n t  c u l t u r e ,  u n d e r  a e r o b i c  c o n ­
d i t i o n s ,  w i t h  a l m o s t  a n y  s u b s t r a t e ,  t h e  u l t i m a t e  p r e d o m i n a n t  
o r g a n i s m  w as  u s u a l l y  a  p s e u d o m o n a d .
I n  m any  c a s e s  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  w a s  p r e s u m e d  
s o l e l y  f r o m  t h e  f a c t  t h a t  g r o w t h  o c c u r r e d  w h e n  n a p h t h a l e n e  
was  p r e s e n t  a s  a  s o l e  o r g a n i c  s u b s t r a t e .  S u c h  p r e s u m p t i o n s
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w e r e  n o t  n e c e s s a r i l y  v a l l a ,  a n d  I t  was e n t i r e l y  p o s s i b l e  t h a t  
m any  o r g a n i s m s  h e r e  d e s c r i b e d  w e r e  a c t u a l l y  o r g a n i s m s  t h a t  
u t i l i z e d  s a n e  t r a c e  c o n t a m i n a n t  o f  n a p h t h a l e n e ,  o r  e v e n  s m a l l  
q u a n t i t i e s  o f  m a t e r i a l s  r e m a i n i n g  o n  " c l e a n "  g l a s s w a r e .  F o r  
e x a m p l e ,  U p d e g r a f f  a n d  Viren ( 1 9 5 4 )  w e r e  u n a b l e  t o  p r o v e  c o n ­
c l u s i v e l y  t h a t  D e s u l f o v l b r l o  s p e c i e s  w e r e  c a p a b l e  o f  u t i l i z a ­
t i o n  o f  c r u d e  o i l  o r  n - h e x a d e c a n e ,  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
s m a l l  a m o u n t  o f  HgS p r o d u c e d  I n  t h e i r  c u l t u r e s  c o u l d  h a v e  
b e e n  c a u s e d  b y  u t i l i z a t i o n  o f  t r a c e s  o f  n o n - h y d r o c a r b o n  i m ­
p u r i t i e s  I n  t h e  o i l s .  R l t t e n b e r g  a n d  A n d r e o l l  ( 1 9 5 6 )  f o u n d  
t h a t  t h e  c o n s t i t u t i v e  o x y g e n  u p t a k e  w i t h  t e t r a d e c a n e  w as  d u e  
t o  t r a c e  a m o u n t s  o f  o l e f i n i c  a n d  o x y g e n a t e d  I m p u r i t i e s  i n  
s u p p o s e d l y  p u r e  h y d r o c a r b o n  s a m p l e s .  The c u l t u r e  u t i l i z e d  
b y  M u r p h y  ( 1 9 5 3 )  w as  n o t  v i a b l e  a f t e r  s e v e r a l  t r a n s f e r s  i n  
m i n e r a l - s a l t s - n a p h t h a l e n e  m e d i a ,  b u t  m u s t  b e  r e t u r n e d  t o  
c o m p l e x  o r g a n i c  m e d i a  a t  I n t e r v a l s  t o  i n s u r e  v i a b i l i t y .  
T h e r e f o r e ,  a l l  f e r m e n t a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  I n  m e d i a  c o n ­
t a i n i n g  t r a c e  a m o u n t s  o f  y e a s t  e x t r a c t .  L i k e w i s e ,  H a n s e n  
a n d  K a l l i o  ( 1 9 5 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  I f  e x t r e m e l y  p u r e  h y d r o ­
c a r b o n  s a m p l e s  w o r e  u s e d  a s  s u b s t r a t e s ,  n o  a n a e r o b i c  h y d r o ­
c a r b o n  o x i d a t i o n  o c c u r r e d  a t  t h e  e x p e n s e  o f  r e d u c t i o n  o f  
e i t h e r  s u l f a t e  o r  n i t r a t e .  I t  m u s t  b e  e m p h a s i z e d  t h a t  u n l e s s  
m e a s u r a b l e  q u a n t i t i e s  o f  h y d r o c a r b o n  d i s a p p e a r ,  o r  c o n s i d e r ­
a b l e  s n o u n t s  o f  p r o d a c t  a r e  f a r m e d ,  t h e  o x i d a t i o n  o f  a 
s u b s t r a t e  h a s  n o t  b e e n  p r o v e n .  F a i l u r e  t o  r e c o g n i z e  t h i s  
f a c t  m a y  l e a d  to  s e r i o u s  c o n f u s i o n .  T h e  c h a o s  b r o u g h t  on 
b y  s u c h  I g n o r a n c e ,  i n  t h e  f i e l d  o f  m e t h a n e  o x i d a t i o n ,  h a s
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r e c e n t l y  "been p o i n t e d  o u t  b y  Brown ( 1 9 5 8 ) .
A n n i e  M a t t h e w s  ( 1 9 2 4 )  f i r s t  r e p o r t e d  t h e  m i c r o b i a l  u t i l i ­
s a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e .  I n  s o i l s  t r e a t e d  -with n a p h t h a l e n e  
t h e r e  w as  a  4 4 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  b a c t e r i a l  n u m b e r s  w i t h i n  
s e v e n  d a y s  a f t e r  a d d i n g  t h i s  " a n t i s e p t i c . 11 P r e c a u t i o n s  w e r e  
t a k e n  t o  b e  c e r t a i n  t h a t  t h i s  i n c r e a s e  w a s  n o t  d u e  t o  i n ­
c r e a s e d  a v a i l a b i l i t y  o f  o r g a n i c  f o o d s t u f f  I n  the  f o r m  o f  
p r o t o z o a  d e s t r o y e d  b y  t h e  n a p h t h a l e n e  v a p o r s .  S h o r t l y  t h e r e ­
a f t e r  T a t t e r s f l e l d  ( 1 9 2 8 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  n a p h t h a l e n e  d i s ­
a p p e a r e d  I n  m e a s u r a b l e  q u a n t i t i e s  f r o m  m o i s t  u n s t e r i l e  s o i l *
I n  1 9 2 7  T a u s s o n  i s o l a t e d  t h r e e  n a p h t h a l e n e  d e c o m p o s i n g  
c u l t u r e s  f r o m  B ak u  o i l  f i e l d  s o i l  o f  R u s s i a .  T h e s e  c u l t u r e s  
r e p o r t e d l y  o x i d i z e d  up  t o  5 0  p e r  c e n t  o f  t h e  n a p h t h a l e n e  
a d d e d  t o  t h e  m e d iu m .  The  o r g a n i s m s  w e r e  Gram n e g a t i v e  r o d s ,  
a n d  w e r e  d e s i g n a t e d  a s  B a c i l l u s  n a p h t h a l i n i c u m  l l q u e f a c i e n s , 
B a c i l l u s  n a p h t h a l I n l c u r a  n o n  l l q u e f a c i e n s , a n d  B a c t e r i u m  
n a p h t h a l i n l c u m . T h e s e  c u l t u r e s  w e r e  n o t  s u f f i c i e n t l y  
d e s c r i b e d  t o  b e  p r o p e r l y  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  p r e s e n t  
c r i t e r i a .  H o w e v e r ,  B .  n a p h t h a l l n i c u m  l l q u e f a c i e n s  r e p o r t e d ­
l y  e x h i b i t e d  a  f l u o r e s c e n t  p i g m e n t  i n  y o u n g  c u l t u r e s ,  w h i c h  
d e e p e n e d  t o  a  g r e e n  e x t r a c e l l u l a r  p i g m e n t  i n  o l d e r  c u l t u r e s  
a n d  p r o b a b l y  was  a  m em ber  o f  t h e  g e n u s  P s e u d o m a n a 3 .
G r a y  and T h o r n t o n  ( 1 9 2 8 )  i s o l a t e d  1 3 5  n a p h t h a l e n e  u t i ­
l i z i n g  S t r a i n s  f r o m  v a r i o u s  p l a c e s  t h r o u g h o u t  t h e  w o r l d .
The  i s o l a t e s  w e r e  c l a s s i f i e d  a s  m em bers  o f  t h e  f o l l o w i n g  
g e n e r a :  M i c r o c o c c u s ,  M y c o b a c t e r i u m , B a c t e r i u m , P s e u d o m a n a s .
and  V i b r i o .  A t  p r e s e n t  t h o s e  i s o l a t e s  d e s i g n a t e d  a s
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M y c o b a c t e r i u m  a r e  r e c o g n i z e d  a a  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  N o c a r d i a  
( B r e e d ,  e t  a l _ . ,  1 9 5 7 )  a n d  t h e  B a c t e r i u m  o f  G r a y  a n d  T h o r n t o n  
( 1 9 2 8 )  I s  now  A c h r o m o b a c t e r  ( B r e e d ,  e t  j i . ,  1 9 5 7 ) .  T h e  s i x  
I s o l a t e s  d e s i g n a t e d  b y  G r a y  a n d  T h o r n t o n  a s  M i c r o c o c c u s  
s p h a e r o i d e s  a r e  l i s t e d  a s  p r o b a b l e  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  
M i c r o c o c c u s  ( B r e e d ,  e t  a l * ,  1 9 4 8 ) .  H o w e v e r ,  t h e s e  o r g a n i s m s  
w e r e  o r i g i n a l l y  d e s c r i b e d  a s  b e i n g  m o s t l y  r o d  f o r m s  l . O ^ j  
w i d e  a n d  3 . 0  t o  6 . ^ y  l o n g  a f t e r  1 8  h o u r s  g r o w t h ,  b u t  b e c o m ­
i n g  a l m o s t  c o m p l e t e l y  c o c c o i d  a f t e r  f i v e  d a y s .  I t  w o u ld  
a p p e a r  t h a t  t h i s  o r g a n i s m  a l s o  s h o u l d  b e  l i s t e d  a s  a m e m b e r  
o f  t h e  g e n u s  N o c a r d i a . T h e  s p e c i e s  l i s t e d  b y  G ra y  a n d  T h o r n ­
t o n  ( 1 9 2 8 )  a s  c a p a b l e  o f  n a p h t h a l e n e  u t i l i z a t i o n ,  a l o n g  w i t h  
t h e i r  p r e s e n t l y  a c c e p t e d  d e s i g n a t i o n s  ( B r e e d ,  e_t a l . ,  1 9 5 7 )  
a r e  l i s t e d  i n  t a b l e  1 .
T a u s s o n  a n d  V e s s e l o v ,  I n  1 9 3 4  ( a s  c i t e d  b y  O s n i t s k a y a ,  
1 9 4 6 ) ,  r e p o r t e d  t h e  a n a e r o b i c  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  b y  
s u l f a t e - r e d u c i n g  m i c r o o r g a n i s m s  i s o l a t e d  f r o m  s i l t  d e p o s i t s  
I n  t h e  S e a  o f  A z o v .  M ore  r e c e n t l y  N o v e l l !  a n d  Z o B e l l  ( 1 9 4 3 )  
r e p o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  h i g h e r  a l i p h a t i c  h y d r o c a r b o n s  w e r e  
o x i d i z e d  a n a e r o b i c a l l y  b y  s u l f a t e - r e d u c i n g  m i c r o o r g a n i s m s  
f r o m  t h ^  s e a ,  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s  w e r e  n o t  s o  a t t a c k e d .  
U p d e g r a f f  a n d  W ren  ( 1 9 5 4 )  w e r e  u n a b l e  t o  s h o w  h y d r o c a r b o n  
o x i d a t i o n  b y  a n y  o f  38  e n r i c h m e n t  c u l t u r e s  o r  p u r e  c u l t u r e s  
o f  D e s u l f o v l b r l o ,  I n c l u d i n g  s e v e r a l  p r o v i d e d  b y  Z o B e l l • E v e n  
m o r e  r e c e n t l y  H a n s e n  and K a l l i o  ( 1 9 5 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  i f  
e x t r e m e l y  p u r e  h y d r o c a r b o n  s a m p l e s  w e r e  u s e d  a s  s u b s t r a t e s ,  
n o  a n a e r o b i c  h y d r o c a r b o n  o x i d a t i o n  o c c u r r e d  a t  t h e  e x p e n s e
TABLE 1
P r e s e n t  n o m e n c l a t u r e  o f  t h e  n a p h t h a l e n e  o x i d i z i n g  
c u l t u r e s  I s o l a t e d  by Gr a y  a n d  T h o r n t o n  ( 1 9 2 7 )
O r i g i n a l  d e s i g n a t i o n P r e s e n t  n o m e n c l a t u r e
M i c r o c o c c u s  s p h a e r o l d e s  
M y c o b a c t e r i u m  a g r e a t e  
M y c o b a c t e r i u m  c r y s t  a l l o p h a g u m  
M y c o b a c t e r i u m  c o n v o l u t u m  
M y c o b a c t e r l u m  a c t l n o m o r p h u m  
B a c t e r i u m  c y c l o c l a a t e s  
Ba c t e r i u m  1 ophagum 
P s e u d o m o n a s  b o r e o p o l I s  
P s e u d o m o n a s  r a t h o n l s  
P s e u d o m o n a s  a r v l l l a  
P s e u d o m o n a s  s a l o p l u m 
P s e u d o m o n a s  d e s m o l y t i c u m  
V i b r i o  n e o c i s t e s  
V i b r i o  c u n e a t a
N o c a r d i a  c o r a l l i n e  
N o c a r d i a  o p a c a
N o c a r d i a  a c t l n o m o r p h a  
A c h r o m o b a c t e r  c y c l o c l  a s t e s  
A c h r o m o b a c t e r  l o p h a g u m  
P s e u d o m o n a s  b o r e o p o l I s  
P s e u d o m o n a s  r a t h o n l s  
P s e u d o m o n a s  a r v l l l a  
P s e u d o m o n a s  s a l o p i a  
P s e u d o m o n a s  d e s m o l y t i c a  
V i b r i o  n e o c l s t e s  
V i b r i o  c u n e a t u s
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o f  r e d u c t i o n  o f  e i t h e r  s u l f a t e  o r  n i t r a t e .
S i x  o f  t e n  s t r a i n s  o f  M l c r o m o n o s p o r a  I s o l a t e d  f r o m  l a k e  
mud r e p o r t e d l y  g r e w  t o  son© e x t e n t  i n  a  m i n e r a l  s a l t s - n a p h t h a ­
l e n e  medium ( E r l k s o n ,  1 9 4 1 ) .  I n a s m u c h  a s  t h e  am o u n t  o f  
g r o w t h  was s m a l l ,  a n d  t h e  r a t e  o f  g r o w t h  s l o w ,  i t  was  
e n t i r e l y  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  o r g a n i s m  was u t i l i z i n g  som e 
c o n t a m i n a t i n g  s u b s t r a t e  r a t h e r  t h a n  n a p h t h a l e n e .
C r u d e  s e a  w a t e r  c u l t u r e s  u t i l i z e d  o x y g e n  m o re  r a p i d l y  I n  
t h e  p r e s e n c e  o f  n a p h t h a l e n e  t h a n  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  s u b ­
s t r a t e  ( Z o B e l l ,  e t  a l . ,  1 9 4 3 )  and I n  4 d a y s  p r o d u c e d  s u f f i ­
c i e n t  COg t o  a c c o u n t  f o r  51 p e r  c e n t  o f  t h e  n a p h t h a l e n e  
a d d e d  ( S i s l e r  a n d  Z o B e l l ,  1 9 4 7 ) .
S t r a w l n s k l  a n d  S t o n e  ( 1 9 4 3 )  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  a  
p s e u d o m o n a d ,  l a t e r  t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  ( S t r a w l n s k l  a n d  S t o n e ,  1 9 5 4 )  w h i c h  o x i d i z e d  
n a p h t h a l e n e  t o  o - h y d r o x y b e n z o l e  ( s a l i c y l i c )  a c i d  and  t r a c e s  
o f  o t h e r  p r o d u c t s .  An u n d e s i g n a t e d  s p e c i e s  o f  N o c a r d i a ,  
i s o l a t e d  f r o m  " p e t r o l  s o i l "  b y  T r e c c a n l  ( 1 9 5 3 ) ,  a l s o  o x i d i z e d  
n a p h t h a l e n e  t o  s a l i c y l i c  a c i d ,  a s  do  t h e  f o l l o w i n g :  an
o r g a n i s m  d e s c r i b e d  a s  b e i n g  s i m i l a r  t o  B a c i l l u s  n a p h t h a l I n l c u m  
n o n - l l q u e f a c i e n s  ( W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 3 ) ;  two  u n d e s c r i b e d  
P s e u d o m o n a s  s t r a i n s ,  s u p p l i e d  b y  D r .  S i s t r c a n ,  and a n  o r g a n i s m  
r e s e m b l i n g  P s e u d o m o n a s  d e s m o l y t l e a  ( T r e c c a n l ,  W a l k e r  and  
W i l t s h i r e ,  1 9 5 4 ) ,  a n d  s e v e r a l  P s e u d o m o n a s  c u l t u r e s  r e s e m b l i n g  
P .  a r v l l l a  a n d  P .  r a t h o n l s  (M u rp h y  a n d  S t o n e ,  1 9 5 5 ) .
M a jd h th a l e n e  Me t a b o l i s m  i n  A n i m a l s  
I n  e a r l y  s t u d i e s  L e s n i c k  ( a s  c i t e d  b y  B o u r n e  and  Y o u n g ,
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1 9 3 4 )  I s o l a t e d  an d  I d e n t i f i e d  1 - n a p h t h y l g l u c o s i d u r o n l c  a c i d  
f r o m  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e - t r e a t e d  d o g s .  M assam u n e  ( 1 9 3 7 )  
o b t a i n e d  a l e v o r o t a r y  com pound  f r o m  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e -  
d o s e d  r a b b i t s  w h i c h  p r o v e d  t o  b e  1 - n a p h t h y l g l u c o s l d u r o n i c  
a c i d ,  a s  w e l l  a s  a d e x t r o r o t a r y  c o m p o u n d  d e s c r i b e d  b y  
Umezawa a n d  M a s s a m u n e  ( 1 9 3 8 )  a s  ,ra k i n d  o f ' 1 1 - n a p h t h y l g l u c o -  
s i d u r o n i c  a c i d ,  p o s s i b l y  a h y d r a t e d  f o r m .
B o u r n e  a n d  Y o u n g  ( 1 9 3 4 )  f o u n d  t h a t  n a p h t h a l e n e - d o s e d  
r a b b i t s  e x c r e t e d  an  u n i d e n t i f i e d  p r o d u c t  ha a t  r e v e r t e d  t o  
t h e  p a r e n t  co m p o u n d  o n  a c i d i f i c a t i o n ,  a s  w e l l  a s  a co m pound  
w i t h  t b s  p r o p e r t i e s  o f  1 - n a p h t h y l m e r c a p t u r i c  a c i d .  P r o o f  of 
i d e n t i t y  l a y  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  s y n t h e s i z e d  m e r c a p t u r l c  
a c i d  ( I n g ,  Bour’ne a n d  Y o u n g ,  1 9 3 4 ) .
Y oung  ( 1 9 4 7 )  i s o l a t e d ,  f r o m  t h e  u r i n e  cf n a p h t h a l e n e -  
t r e a t e d  r a t s ,  a c o m p o u n d  w h o s e  e l e m e n t a r y  a n a l y s i s  c o r r e s ­
p o n d e d  t o  C1 0 B i o 0 2 * 0n  3 d e c o m p o s i t i o n  p r o ­
d u c t s ,  v a r i o u s  a d d i t i o n  r e a c t i o n s ,  a n d  h y d r o g e n a t e d  d e r i v a ­
t i v e s ,  I t  w as  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  e x c r e t o r y  m a t e r i a l  was
1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l ,  a  c o m p o u n d  p r e v i o u s l y  
u n d e s c r i b e d  i n  t h e  c h e m i c a l  l i t e r a t u r e .  Two y e a r s  l a t e r  
B o o t h  a n d  B o y l a n d  ( 1 9 4 9 )  v e r i f i e d  t h e  e x c r e t i o n  o f  t h e  
d l h y d r o d i o l  b y  n a p h t h a l e n e - t r e a t e d  a n i m a l s .  T h e y  i s o l a t e d  
b o t h  t h e  d e x t r o r o t a r y  an d  i n a c t i v e  f o r m s  o f  t h e  c o m p o u n d  
f r o m  t h e  u r i n e  o f  r a b b i t s ,  a n d  t h e  l e v o r o t a r y  a n d  i n a c t i v e  
f o r m s  f r o m  r a t  u r i n e .  I n  a l l  c a s e s  t h e  h y d r o x y  g r o u p i n g s  
w e re  sh o w n  t o  b e  i n  t h e  t  r a n s  c o n f i g u r a t i o n .
As m u ch  a s  2 0  p e r  c e n t  o f  t h e  i n j e c t e d  n a p h t h a l e n e  was
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e x c r e t e d  b y  r a t s  I n  t h e  f o r m  o f  l ~ n a p h t h o l ,  1 - n a p h t h y l s u l f u r i c  
a c i d ,  o r  a s  g l u c u r o n i d e s  ( B o y l a n d  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 3 b ) .  
R a b b i t s ,  m i c e ,  r a t s ,  a n d  g u i n e a  p i g s  d o s e d  w i t h  n a p h t h a l e n e  
e x c r e t e d  1 -  a n d  2 - n a p h t h o l ,  1 , 2 - d l h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l ,
1 - n a p h t h y l s u l f u r i c  a c i d ,  and  1 - n a p h t h y l m e r c a p t u r l c  a c i d .
I n  a d d i t i o n ,  g u i n e a  p i g s  e x c r e t e d  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  
( C o m e r  a n d  Y o u n g ,  1 9 5 4 ) .  F u r t h e r ,  r a b b i t s  e x c r e t e d  a  
g l u c o s i d u r o n i c  a c i d  f r a c t i o n  w h i c h  d e e o m p o s e d  on a c i d  t r e a t ­
m e n t  t o  1 - n a p h t h y l g l u c o s i d u r o n l c  a c i d ,  and  w h i c h  r e a c t e d  
w i t h  b e t a - g l u c u r o n i d a s e  t o  l i b e r a t e  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e -
1 . 2 - d I o l .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  g l u c o s i d ­
u r o n i c  a c i d  d e r i v a t i v e  o f  t h e  d i h y d r o d i o l .
B o y l a n d  a n d  S o l o m o n  ( 1 9 5 5 )  f o u n d  m e t h y l  ( 1 , 2 - d i h y d r o -  
1 - n a p h t h y l  t r i - o - a c e t y l g l u c o s i d )  u r o n a t e  I n  t h e  u r i n e  o f  
n a p h t h a l e n e - t r e a t e d  r a b b i t s  o r  r a t s .  T h i s  co m p o u n d . ,  a  c o n ­
j u g a t e d  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h - l - o l ,  w a s  d e g r a d e d  t o  n a p h t h a l e n e  
on a c i d  t r e a t m e n t .
R a b b i t s  d o s e d  w i t h  n a p h t h a l e n e  e x c r e t e d  a  p r o d u c t  I d e n ­
t i c a l  t o  s y n t h e t i c  2 - h y d r o x y - 1 - n a p h t h y l s u l f u r i c  a c i d  ( B o y ­
l a n d  a n d  S i m s ,  1 9 5 7 ) .  A c i d  h y d r o l y s i s  l i b e r a t e d  n a p h t h a l e n e -
1 . 2 - d i o l .  T h i s  p r o d u c t  w a s  p r o b a b l y  I d e n t i c a l  w i t h  t h e  a c i d  
l a b i l e  a r y l  s u l f a t e ,  e x c r e t e d  b y  n a p h t h a l e n e - d o s e d  r a t s ,  
w h i c h  w a s  d e c o m p o s e d  t o  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  on a c i d  t r e a t ­
m e n t  ( C o m e r  a n d  Y o u n g ,  1 9 5 5 ) .
To  d a t e  n a p h t h a l e n e ,  f e d  o r  i n j e c t e d  I n t o  e x p e r i m e n t a l  
a n i m a l s ,  h a s  b e e n  da own t o  b e  e x c r e t e d  f r e e ,  o r  I n  t h e  c o n j u ­
g a t e d  f o r m ,  a s  1 - n a p h t h o l ,  2 - n a p h t h o l ,  1 , 2 - d i h y d r © n a p h t h a l e n e -
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1 . 2 - d i o l ,  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l , a n d  l , 2 - d l h y d r o n a p h t h - l - - o l .
I n  a d d i t i o n ,  s l i c e s  o f  r a t  o r  r a l o b l t  l i v e r  s l o w l y  o x i d i z e d  
n a p h t h a l e n e  t o  a  c o m p o u n d  r e a c t i n g  c o l o r i m e t r i c  a l l y  a s  t h e  
d i h y d r o d i o l  p r o d u c t  ( B o y l a n d  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 3 a ) .
I n  e n d e a v o r i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  p r o d u c t s  
e x c r e t e d  a f t e r  n a p h t h a l e n e  d o s a g e  r e p r e s e n t e d  i n t e r m e d i a t e  
s t e p s  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  p h e n o l i c  c o m p o u n d s ,  
v a r i o u s  a u t h o r s  h a v e  I n v e s t i g a t e d  t h e  f a t e s  o f  s e v e r a l  o f  
t h e  p r o d u c t s  I s o l a t e d  f r o m  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e - t r e a t e d  
a n i m a l s .
The o n l y  e x c r e t o r y  p r o d u c t s  i d e n t i f i e d  i n  th e  u r i n e  o f  
1 -  o r  2 - n a p h t h o l - t r e a t e d  a n i m a l s  w e r e  e i t h e r  t h e  f r e e  
n a p h t h o l s ,  o r  t h e i r  s u l f u r i c  a c i d  o r  g l u e o s i d u r o n l c  a c i d  
d e r i v a t i v e s  ( B e r e n b o m  a n d  Y o u n g ,  1 9 5 1 ;  B o y l a n d  and Y / l l t s h i r e ,  
1 9 5 3 b ;  C o m e r ,  B i l l e t  a n d  Y o u n g ,  1 9 5 4 ) .
S i m i l a r l y ,  r a b b i t s  o r  r a t s  d o s e d  w i t h  1 , 2 - d i h y d r o n a p h -  
t h a l e n e  e x c r e t e d  o n l y  t r a c e s  o f  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 -  
d i o l  ( B o y l a n d  and  S o l o m o n ,  1 9 5 5 )  e l i m i n a t i n g  t h e  f o r m e r  a s  a 
m e t a b o l i c  I n t e r m e d i a t e  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  l a t t e r  f r o m  
n a p h t h a l e n e •
C o n t r a r i w i s e ,  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  1 , 2-d. i h y d r  o n a p h t h a l  e n e -
1 . 2 - d i o l  B o y l a n d  a n d  W i l t s h i r e  ( 1 9 5 3 b )  i d e n t i f i e d  1 - n a p h t h o l  
a n d  I t s  s u l f u r i c  a n d  g l u c o s i d u r o n l c  a c i d  d e r i v a t i v e s  i n  t h e  
u r i n e  o f  t h e  r a t .  M ore  r e c e n t l y  ( C o r n e r  and  Y o u n g ,  1 9 5 5 )
I t  w a s  r e p o r t e d  t h a t  r a t s  d o s e d  w i t h  t h e  d i h y d r o d i o l  e x c r e t e d  
t h e  i n j e c t e d  c o m p o u n d ,  u n c h a n g e d ,  a s  w e l l  a s  1 , 2 - d i h y d r o - 2 -  
h y d r o x y - l - n a p h t h y l g l u c o s i d u r o n l c  a c i d ,  1 - n a p h t h y l g l u e o s i d u r o n l c
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a c i d ,  1 - n a p h t h y l s u l f u r i c  a c i d ,  and 2 - n a p h t h o l .  T h e s e  p r o ­
d u c t s  w e r e  a l s o  i d e n t i f i e d  f r o m  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  
on  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  n a p h t h a l e n e - t r e a t e d  a n i m a l s .  The i n ­
a b i l i t y  t o  d e t e c t  c o n j u g a t e d  d e r i v a t i v e s  o f  2 - n a p h t h o l  
a r o u s e d  some s p e c u l a t i o n  i n a s m u c h  a s  2 - n a p h t h o l - t r e a t e d  
a n i m a l s  e x c r e t e d  t h e  s u l f u r i c  a c i d  a n d  g l u e o s i d u r o n l c  a c i d  
d e r i v a t i v e s •
C o r n e r  a n d  Young ( 1 9 5 5 )  h a v e  s p e c u l a t e d  t h a t  n a p h t h a l e n e  
was " p e r o x i d a t e d "  to  t h e  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l  
w h i c h  was  t h e n  d e t o x i f i e d  by a d d i t i o n  o f  a s u l f u r i c  o r  
g l u e o s i d u r o n l c  a c i d  g r o u p i n g  a t  t h e  a l p h a  p o s i t i o n .  T h i s  
s u b s t i t u t e d  p r o d u c t  w as  t h e n  e i t h e r  d e h y d r a t e d  to  form t h e  
c o n j u g a t e d  1 - n a p h t h o l ,  o r  l o s t  s u l f u r i c  a c i d  o r  g l u c o s i d u r o n i c  
a c i d  t o  y i e l d  t h e  u n s u b s t i t u t e d  2 - n a p h t h o l .  T h i s ,  o f  c o u r s e ,  
f a i l e d  t o  t a k e  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t h e  e x c r e t i o n  o f  f r e e  1 -  
n a p h t h o l  o r  i t s  m e r c a p t u r i c  a c i d  d e r i v a t i v e  a f t e r  n a p h t h a l e n e  
d o s a g e .  I n  a d d i t i o n ,  1 , 2 - d i h y d r o - 2 - h y d r o x y - l - n a p h t h y l s u l f u r i c  
a c i d  h a s  n e v e r  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e -  
t r e a t e d  a n i m a l s .
I n  s u n m a r y ,  v a r i o u s  a n i m a l s  m e t a b o l i s e d  n a p h t h a l e n e  t o
1 . 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l , n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l , a n d
1 . 2 - d l h y d r o n a p h t h - l - o l .  T h e s e  p r o d u c t s  d i d  n o t  a p p e a r  t o
b e  m e t a b o l i c  a l l y  i n t e r r e l a t e d ,  a n d  w e r e  e x c r e t e d  e i t h e r  f r e e  
o r  a s  c o n j u g a t e d  d e r i v a t i v e s .  I n  a d d i t i o n ,  1 , 2 - d i h y d r o n a p h -  
t h a l e n e - l  , 2 - d i o l  was f u r t h e r  m e t a b o l i s e d  t o  1 -  an d  2 - n a p h t h o l  
( f i g u r e  1 ) .
1 3
N a p h t h a l e n e
? H i s '
r  ^ i- o h
N a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d I o l
OH
U O H
1 , 2 - d i h y d r o -
1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l
OH
OH
2 - n a p h t h o l
F i g u r e  1 .  N a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  i n  a n i m a l s
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P h y s lo lo g y  o f  M ic r o b ia l  N a p h th a le n e  D e g r a d a t io n
T a u s s o n  (1 9 2 Y )  w a s  t h e  f i r s t  t o  a t t e m p t  t o  e l u c i d a t e  t h e  
i n t e r m e d i a t e  s t e p s  i n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  b y  a  s e r i e s  o f  
g r o w t h  s t u d i e s .  B a c l l l u s  n a p h t h a l i n l c u m  1 l q u e f a c i e n s  o r  n o n  
1 i q u e f a c l e n s , o r  B a c t e r i u m  n a p h t h a l i n l c u m ,  a l t h o u g h  c a p a b l e  
o f  g r o w t h  w i t h  n a p h t h a l e n e ,  w o u l d  n o t  u t i l i z e  1 -  o r  2 - n a p h ­
t h o l ,  p y r o c a t e c h o l ,  r e s o r c i n o l ,  h y d r o q u i n o n e ,  p y r o g a l l o l ,  
p h i  o r o g l u c i n o l ,  o r  p h t h a l i c  a c i d .  I n  a d d i t i o n ,  a l l  o f  t h e  
a b o v e  e x c e p t  p h t h a l a t e  i n h i b i t e d  g r o w t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
n a p h t h a l e n e .  T h e s e  d a t a  l e d  T a u s s o n  t o  p o s t u l a t e  t h a t  b o t h  
r i n g s  w e r e  s p l i t  s i m u l t a n e o u s l y ,  t h u s  a c c o u n t i n g  f o r  t h e  
n o n - u t i l i z a t i o n  o f  m o n o c y c l i d  p h e n o l s .
J a c o b s  ( 1 9 3 1 )  n o t e d  t h a t  d u r i n g  n a p h t h a l e n e  d e c o m p o s i t i o n  
i n  t h e  s o i l  t h e r e  w a s  a t  f i r s t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a c i d i t y  
o f  t h e  s o i l ,  f o l l o w e d  b y  a n  a l k a l i n e  r e a c t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  
s e v e r a l  u n i d e n t i f i e d  m i c r o o r g a n i s m s  w e r e  i s o l a t e d  d u r i n g  t h e  
c o u r s e  o f  t h i s  w o r k .  When t h e y  w e r e  g r o w n  w i t h  n a p h t h a l e n e ,  
a  m a t e r i a l  w a s  p r o d u c e d  w h i c h  r e a c t e d  w i t h  r e s o r c i n o l  t o  g i v e  
a  t y p i c a l  p h t h a l i c  a c i d  " f l u o r e s c e i n "  r e a c t i o n .  R e c e n t l y ,  
h o w e v e r ,  M u r p h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  t e s t  u s e d  
f o r  p h t h a l a t e  d e t e r m i n a t i o n  b y  J a c o b s  w as  n o t  s p e c i f i c ,  
g i v i n g  a n  I d e n t i c a l  r e a c t i o n  w i t h  1 > 2 - n a p h t h o q u I n o n e .  How­
e v e r ,  J a c o b s ’ a r g u m e n t  w a s  f u r t h e r  s t r e n g t h e n e d  b y  t h e  f a c t  
t h a t  h i s  c u l t u r e s  w e r e  c a p a b l e  o f  u t i l i z a t i o n  o f  p h t h a l i c  
a c i d  f o r  g r o w t h .
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S t r a w l n s k l  a n d  S t o n e  ( 1 9 4 5 )  r e p o r t e d  t h a t  a n  o r g a n i s m ,  
a p p a r e n t l y  I d e n t i c a l  w L th  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a , o x i d i z e d  
n a p h t h a l e n e  m o re  v i g o r o u s l y  u n d e r  s t r o n g l y  a e r o b i c  c o n d i ­
t i o n s  t h a n  i n  s t a t i c  c u l t u r e s ,  a n d  t h a t  h i g h e r  y i e l d s  o f  
e x t r a e t a b l e  m a t e r i a l  w e r e  o b t a i n e d  i f  t h e  i n i t i a l  pH o f  t h e  
m ed iu m  was  pH 8 r a t h e r  t h a n  a t  m o r e  a c i d  l e v e l s .  U n d e r  
o p t im u m  c o n d i t i o n s  a p p r o x i m a t e l y  3 0  p e r  c e n t  o f  t h e  n a p h t h a ­
l e n e  c o u l d  be  r e c o v e r e d  a s  e t h e r  e x t r a e t a b l e  m a t e r i a l s ,  t h e  
m a i n  f r a c t i o n  o f  w h i c h  was  p r o v e n  t o  b e  s a l i c y l i c  a c i d .
S i n c e  t h e n  s a l i c y l i c  a c i d  f r e q u e n t l y  h a s  b e e n  v e r i f i e d  a s  a n  
i n t e r m e d i a t e  compound i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  b y  
m i c r o o r g a n i s m s  ( W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 5 ;  T r e c c a n l ,  1 9 5 3 ;  
T r e c c a n l ,  W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 4 ;  M u r p h y  a n d  S t o n e ,  1 9 5 5 ) .
M ore  r e c e n t l y  W a l k e r  a n d  W i l t  s h i r e  ( 1 9 5 3 )  h a v e  i s o l a t e d  
f r o m  a  n a p h t h a l e n e  c u l t u r e  m ed ium  a  m a t e r i a l  w h i c h ,  l i k e
1 . 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l , d e c o m p o s e d  I n  h o t  a c i d  t o  
1 - n a p h t h o l ,  h a d  a n  u l t r a v i o l e t  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  the  d i h y d r o d i o l ,  a n d  w h o se  s p e c i f i c  r o t a t i o n  
w as  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  r e p o r t e d  f o r  D - t r a n s - 1 , 2 - d i h y d r o -  
n a p h t h a l e n e - l  , 2 - d i o l  . No s a m p l e s  o f  t h e  d e x t r o r o t a r y  d i h y ­
d r o d i o l  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  c o m p a r i s o n ,  b u t  m i x e d  m e l t i n g  
p o i n t s  w i t h  t h e  l e v o r o t a r y  f o r m  v a r i e d  f r o m  99 t o  1 2 0  C ,  a s  
c o m p a r e d  w i t h  127  0 f o r  b o t h  t h e  I s o l a t e d  m a t e r i a l  a n d  f o r
1 . 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l .  Some d o u b t  m u s t  e x i s t  c o n ­
c e r n i n g  t h e  a u t h o r s '  c l a i m  t o  h a v i n g  i s o l a t e d  t h e  d i h y d r o d i o l  
f r o m  n a p h t h a l e n e  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  i t  m u s t  be  n o t e d  t h a t  
t h e  o r g a n i s m s  i n v e s t i g a t e d  w e r e  c a p a b l e  o f  m e t a b o l i s i n g
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D- o r  L L - t r a n a - 1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l , b u t  n o t  t h e  
L - t r a p s  d i h y d r o d i o l .  T h e s e  c e l l s  a l s o  c o u l d  m e t a b o l i s e  
s a l i c y l i c  a c i d  a n d  c a t e c h o l ,  b u t  t h e  f o l l o w i n g  w e r e  e i t h e r  
n o t  a t t a c k e d ,  o r  m e t a b o l i s e d  a t  i n s i g n i f i c a n t  r a t e s :  1 , 4 -
n a p h t h o q u i n o n e ,  3 - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d ,  1 , 2 - n a p h t h o q u i n o n e ,  
c o u m a r l n ,  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l , t r a n s - c o u m a r l c  a c i d ,  a n d  
1 - n a p h t h o l .
S u b s e q u e n t l y ,  T r e c c a n l ,  W a l k e r  a n d  Y t i l t s h l r e  ( 1 9 5 4 )  
r e p o r t e d l y  d e t e c t e d  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l ,  s a l i ­
c y l i c  a c i d ,  a n d  c a t e c h o l ,  a  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t  o f  s a l i c y ­
l a t e ,  f r o m  n a p h t h a l e n e  c u l t u r e  l i q u i d  o f  a s e c o n d  P s e u d o m o n a s » 
I s o l a t e d  f r o m  E n g l i s h  s o i l ,  a s  w e l l  a s  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i a  
o f  tw o  p s e u d o m o n a d s  o b t a i n e d  f r o m  a n  A m e r i c a n  s o u r c e  ( D r .  
S i s t r o m ) ,  a i d  t h a t  o f  a N o c a r d i a  d e s c r i b e d  b y  T r e c c a n l  ( 1 9 5 3 ) .  
I t  I s  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  p r e v i o u s l y  T r e c c a n l  h a d  r e ­
p o r t e d  t h a t  t h e  d i h y d r o d i o l  d i d  n o t  a c c u m u l a t e  i n  t h e  c u l t u r e  
medium d u r i n g  g r o w t h  b y  t h i s  N o c a r d i a . .  The o n l y  e s s e n t i a l  
d i f f e r e n c e  i n  c u l t i v a t i o n  p r o c e d u r e s  I n  t h e  two e x p e r i m e n t s  
i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  n i t r a t e  r a t h e r  t h a n  ammonium n i t r o g e n  i n  
t h e  m ed iu m .
I n  a d d i t i o n  T r e c c a n l ,  e_t a l . ,  ( 1 9 5 4 )  f o u n d  t h a t  a l l  o f  
t h e i r  c u l t u r e s ,  when g row n  w i t h  s u c c i n a t e ,  f a i l e d  t o  u t i ­
l i z e  n a p h t h a l e n e  o r  a n y  p o s t u l a t e d  I n t e r m e d i a t e  w i t h o u t  a 
s i g n i f i c a n t  p e r i o d  o f  a d a p t a t i o n .  When grown on  n a p h t h a l e n e  
a l l  s t r a i n s  r a p i d l y  me t a b o U s e d  n a p h t h a l e n e ,  1 , 2 - d i h y d r o n a p h ­
t h a l e n e - l  , 2 - d i o l  , s a l i c y l i c  a c i d  and  c a t e c h o l .  I n  a d d i t i o n ,  
t h e  tw o  c u l t u r e s  o b t a i n e d  f r o m  D r .  S i s t r o m  r a p i d l y  m e t a b o l i s e d
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b o t h  1 “ a n d  2 - n a p h t h o l  p r o v i d e d  t h e  s u b s t r a t e s  w e r e  a t  s u f ­
f i c i e n t l y  l o w  l e v e l s .  F o u r  o f  t h e  f i v e  c u l t u r e s  e x a m i n e d  
w e r e  s e n s i t i v e  t o  l o w  l e v e l s  o f  e i t h e r  n a p h t h o l .  A l l  cscy= 
g e n  u p t a k e ,  i n c l u d i n g  t h a t  o f  t h e  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n ,  
w as  i n h i b i t e d .
I n  v i e w  o f  t h e  f a i l u r e  o f  3 o f  t h e  5  s t r a i n s  o f  m i c r o ­
o r g a n i s m s  e x a m i n e d  t o  m e t a b o l i s e  t h e  n a p h t h o l 3 ,  t h e  f a c t  
t h a t  n o n e  o f  t h e  c u l t u r e s  c o u l d  u t i l i z e  t h e  n a p h t h o l s  f o r  
g r o w t h ,  a n d  t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  n a p h t h o l s  I n  t h e  c u l t u r e  
m ed ium  l e d  t h e  a u t h o r s  t o  p o s t u l a t e  t h a t  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a -  
l e n e - 1 , 2 - d i o l  was  n o n - e n z y m a t i c a l l y  d e g r a d e d  t o  t h e  n a p h ­
t h o l s ,  a n d  t h e  o r g a n i s m s  t h u s  a d a p t e d  t o  t h e s e  p r o d u c t s .
T h e y  n o t e d  t h a t  B o y l a n d  a n d  S im s  ( 1 9 5 3 )  f o u n d  t h a t  s y n t h e ­
t i c  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l  y i e l d e d  b o t h  1 -  a n d  2 -  
n a p h t h o l  on  t r e a t m e n t  w i t h  d i l u t e  m i n e r a l  a c i d s .  On t h e  
o t h e r  h a n d ,  I n  t h e  s a m e  a r t i c l e  i t  i s  n o t e d  t h a t  t h e  d i h y ­
d r o d i o l  p r o d u c e d  b y  a n i m a l s  y i e l d e d  o n l y  1 - n a p h t h o l  w hen  
t r e a t e d  w i t h  a c i d .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  d i h y d r o d i o l  was n o t  
r e a d i l y  d e g r a d e d  a t  b i o l o g i c a l  pH l e v e l s  o r  g r o w t h  t e m p e r a ­
t u r e s .
C u l t u r e  m e d i a  i n  w h i c h  1 - c h i o r o -  o r  1 - b r o m o n a p h t h a l e n e  
w e r e  s u b s t i t u t e d  f o r  n a p h t h a l e n e  c o n t a i n e d  3 - c h l o r o -  o r  
3 - b r o m o s a l l e y  l i e  a c i d ,  d e p e n d i n g  on  t h e  s u b s t r a t e  ( W a l k e r  
a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 5 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a  co m pound  w a s  i s o l a t e d  
w h i c h ,  o n  a c i d  t r e a t m e n t ,  y i e l d e d  co m p o u n d s  I d e n t i c a l  c h r o m a -  
t o g r a p h i c a l l y  w i t h  8 - c b l o r o - 1 - n a p h t h o l ,  a l o n g  w i t h  t r a c e s  o f  
8 - c h l o r o - 2 - n a p h t h o l • T h i s  s e c o n d  com p o u n d  w a s  p r e s u m e d  t o  b e
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8 - e h l o r o - l , 2 ~ d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l . G row th  w i t h  t h e  
b r o m o n a p h t h a l e n e  d i d  n o t  y i e l d  s u f f i c i e n t  m a t e r i a l  o f  t h e  
d i h y d r o d l o l  t y p e  t o  a l l o w  i d e n t i f i c a t i o n .
M u rp h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 )  w e r e  a b l e  t o  I s o l a t e  b o t h  s a l i ­
c y l i c  a c i d  a n d  1 , 2 - n a p h t h o q u i n o n e  f r o m  a  n a p h t h a l e n e - c o n t a i n ­
i n g  g r o w t h  m e d iu m .  T h e y  w e r e  u n a b l e  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  
o f  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l .  R e s t i n g  c e l l s  p r e p a r e d  
f r o m  t h e  a b o v e  m ed ium  w e r e  a b l e  t o  man ome t r i e  a l l y  o x i d i z e  
n a p h t h a l e n e ,  s a l i c y l i c  a c i d ,  a n d  c a t e c h o l ,  b u t  n o t  n a p h t h o ­
q u i n o n e .  M o r e o v e r ,  n a p h t h o q u i n o n e  e x h i b i t e d  m a r k e d  t o x i c  
e f f e c t s  o n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  b y  b o t h  g r o w i n g  and r e s t ­
i n g  c e l l s ,  a n d  m a r k e d l y  i n h i b i t e d  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  i n  
m a n o m e t r l e  e x p e r i m e n t s .
I n  a d d i t i o n ,  a l t h o u g h  n o t  m e t a b o l i s e d  b y  c e l l s  o r  c e l l -  
f r e e  e x t r a c t s ,  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  was f o u n d  t o  b e  a u t o -  
c a t a l y t i c a l l y  o x i d i z e d  i n  n e u t r a l  o r  a l k a l i n e  s o l u t i o n s  t o
1 , 2 - n a p h t h o q u l n o n e  (M urphy  a n d  S t o n e ,  1 9 5 5 ) .  T h e s e  w o r k e r s  
p o s t u l a t e d  t h a t  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  i s  f o r m e d  e n z y m a t i c a l l y ,  
a s  a n  e n d  p r o d u c t  o f  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n ,  a n d  i s  t h e n  
n o n - e n z y m a t i c a l l y  o x i d i z e d  t o  1 , 2 - n a p h t h o q u i n o n e .
C o n d i t i o n s  g o v e r n i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  h a v e  
n o t  b e e n  e x p l o r e d  a s  e x h a u s t i v e l y  a s  m ig h t  seem  l o g i c a l  I n  
v i e w  o f  t h e  s e v e r a l  p u b l i c a t i o n s  o o n c e m i n g  b i o c h e m i c a l  s t e p s  
i n  m i c r o b i a l  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n .  S t r a w l n s k i  a n d  S t o n e  
( 1 9 4 5 ,  1 9 5 4 )  r e p o r t e d  t h a t  v i g o r o u s  a e r a t i o n  i n c r e a s e d  th e  
y i e l d  o f  e t h e r - e x t r a c t a b l e  m a t e r i a l  f r o m  t h e  n a p h t h a l e n e -  
c o n t a i n i n g  g r o w t h  m ed ium  a p p r o x i m a t e l y  3 0  p e r  c e n t .  I n
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a d d i t i o n ,  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  t o  e t h e r - e x t r a c t a b l e  m a t e r i a l  
p r o c e e d e d  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  a t  pH 8 t h a n  a t  m o r e  a c i d  c o n ­
d i t i o n s  .
E l i m i n a t i o n  o f  c a l c i u m  i o n s  f r o m  t h e  g r o w t h  m edium  
a l l o w e d  o n l y  h a l f  a s  m u c h  e t h e r - e x t r a c t a b l e  p r o d u c t  t o  a c ­
c u m u l a t e ;  c o p p e r  d e f i c i e n c y  a f f o r d e d  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  
r e s u l t  ( S t r a w i n s k i  a n d  S t o n e ,  1 9 5 4 ) .  I f  b o t h  I o n s  w ere  
d e l e t e d  o n l y  4  p e r  c e n t  o f  t h e  e x t r a c t a b l e  m a t e r i a l  w a s  
p i e  s e n t .
On t h e  o t h e r  h m d . ,  M u rp h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 )  f o u n d  t h a t  
u p o n  e l i m i n a t i o n  o f  m a g n e s i u m  o r  f e r r o u s  i o n s  s a l i c y l i c  
a c i d  f a i l e d  t o  a p p e a r  i n  t h e  m e d i u m .  O m i s s i o n  o f  m a g n e s i u m  
r e t a r d e d  t h e  l o w e r i n g  o f  pH, a n d  d e l e t i o n  o f  b o t h  s a l t s  
r e s u l t e d  i n  t h e  pH r e m a i n i n g  n e a r  n e u t r a l .  O m i s s i o n  o f  
f e r r o u s  o r  m a g n e s i u m  I o n s  d i d  n o t  I n t e r f e r e  w i t h  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  n a p h t h o q u i n o n e .
T h e  c u l t u r e s  u s e d  I n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p h y s i o l o g y  o f  
n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  v a r i e d  i n  s e v e r a l  r e s p e c t s .  S t r a ­
w i n s k i  a n d  S t o n e  ( 1 9 4 3 ,  1 9 5 4 )  r e p o r t e d  t h a t  u n d e r  o p t i m u m  
c o n d i t i o n s  a l m o s t  30 p e r  c e n t  o f  t h e  n a p h t h a l e n e  o f  t h e  
m e d iu m  (1 g  p e r  1 0 0  ml m e d iu m )  c o u l d  b e  r e c o v e r e d  a s  e t h e r -  
e x t r a c t a b l e  m a t e r i a l ,  m o s t  o f  w h i c h  w a s  s a l i c y l i c  a c i d .
O t h e r  I n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  s a l i c y l i c  a c i d  p r o d u c t i o n  
a t  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  l e v e l s .  F o r  I n s t a n c e ,  W a l k e r  and 
W i l t s h i r e  ( 1 9 5 3 )  r e p o r t e d  r e c o v e r i n g  2 3  mg o f  s a l i c y l i c  
a c i d  f r o m  2 l i t e r s  o f  c u l t u r e  m e d i u m .  T r e c c a n i  ( 1 9 5 3 )  d i d  
n o t  r e p o r t  t h a  a m o u n t  o f  s a l i c y l i c  a c i d  p r o d u c e d ,  n c r  d i d
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T r e c c a n l ,  W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e  ( 1 9 5 4 ) .  M urphy  a n d  S t o n e  
( 1 9 5 5 )  d e t e c t e d  a s  much a s  6 0 0  mg p e r  l i t e r  o f  cu l t u r  e  m e d ­
i u m ,  a  l e v e l  f a r  b e l o w  t h a t  r e p o r t e d  b y  S t r a w l n s k i  and  S t o n e .
I n  a d d i t i o n ,  t h e  o r g a n i s m  u t i l i z e d  b y  Murphy a n d  S t o n e  
( 1 9 5 5 )  was  n o t  c a p a b l e  o f  g r o w t h  e x c l u s i v e l y  w i t h  n a p h t h a l e n e  
on p r o l o n g e d  t r a n s f e r  (M u rp h y ,  1 9 5 3 ) ,  b u t  m u s t  b e  r e t u r n e d  
t o  c o m p l e x  m e d ia  p e r i o d i c a l l y  t o  e n s u r e  v i a b i l i t y ,  a n d  
u s u a l l y  0 . 1  p e r  c e n t  y e a s t  e x t r a c t  was a d d e d  to  t h e  n a p h ­
t h a l e n e  m ed iu m .  I n  v i e w  o f  p o s s i b l e  s i m i l a r i t i e s  i n  i n t e r ­
m e d i a t e  s t e p s  i n  d e g r a d a t i o n  o f  c y c l i c  a m i n o  a c i d s  an d  
h y d r o c a r b o n s ,  o n e  m i g h t  f e e l  i n c l i n e d  t o  d i s t r u s t  a d a p t i v e  
s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .
F u r t h e r ,  t h e  o r g a n i s m  u t i l i z e d  b y  M u rp h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 )  
e x h i b i t e d  a  r a t h e r  u n u s u a l  g r o w t h  p a t t e r n  i n  n a p h t h a l e n e  
m e d iu m .  A f t e r  t h e  f i r s t  1 0  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n  t h e  I n o c n -
7
lu m  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0  c e l l s  p e r  ml m ed ium  h a d  I n c r e a s e d
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t o  a l m o s t  1 0  c e l l s  p e r  m l .  A t  t h i s  s t a g e  t h e r e  was e v i d e n c e  
o f  s a l i c y l i c  a c i d  b e g i n n i n g  t o  a c c u m u l a t e .  D u r i n g  t h e  n e x t  
5 h o u r s  s a l i c y l i c  a c i d  h a d  I n c r e a s e d  t o  a maximum o f  0 . 6  mg
p e r  ml o f  m e d iu m ,  w h i l e  c o n c u r r e n t l y  t h e r e  was  a  d e c r e a s e  I n
7  Fic e l l  p o p u l a t i o n  t o  1 0  c e l l s  p e r  m l .  D u r i n g  t h e  n e x t  f e w  
h o u r s  t h e  c e l l  c o u n t  h a d  f a l l e n  t o  a  l e v e l  a p p r o x i m a t e l y  t h e  
same a s  t h e  o r i g i n a l  I n o c u l u m ,  w h i l e  th e  r e  was a l s o  a  d e c r e a s e  
i n  t h e  s a l i c y l a t e  c o n t e n t .  C o n c u r r e n t  w i t h  s a l i c y l a t e  d i s ­
a p p e a r a n c e  ( s a l i c y l i c  a c i d  was n o  l o n g e r  d e t e c t a b l e  a f t e r  
2 5  h o u r s )  t h e r e  w a s  a  s e c o n d a r y  g r o w t h  w h i c h  a p p r o a c h e d  10® 
c e l l s  p e r  ml a f t e r  6 0  h o u r s .  A l t h o u g h  t h e  a u t h o r s  a t t r i b u t e d
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t h i s  p h e n o m e n o n  t o  t h e  ‘' d l a u x i e ' 1' o f  Monod ( 1 9 4 2 ) ,  t h i s  p h e ­
n o m e n o n  d i f f e r s  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  " d l a u x i e  , 11 a n d  s u c h  an  
i n t e r p r e t a t i o n  m u s t  b e  q u e s t i o n e d *
I n  s u m m a r y ,  n a p h t h a l e n e  i s  o x i d i z e d  b y  v a r i o u s  s t r a i n s  
o f  b a c t e r i a  t o  s a l i c y l i c  a c i d .  I n  son© c u l t u r e s  1 , 2 -  
d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  a c c u m u l a t e d ,  a n d  c o u l d  b e  s h o w n  
t o  b e  m e t a b o l i s e d  b y  a l l  n a p h t h a l e n e - o x i d i s i n g  c u l t u r e s  
t e s t e d  w i t h  t h i s  s u b s t r a t e *  W h e t h e r  o r  n o t  t h i s  co m p o u n d  w a s  
a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  s a l i ­
c y l i c  a c i d  r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d .  I n  a d d i t i o n ,  a n o t h e r  
c u l t u r e  a c c u m u l a t e d  1 , 2 - n a p h t h o q u i n o n e  d u r i n g  g r o w t h  w i t h  
n a p h t h a l e n e .
N a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  was a p p a r e n t l y  f a v o r e d  b y  v i g ­
o r o u s  a e r a t i o n  a n d  a n  i n i t i a l  a l k a l i n e  pH .  A l t h o u g h  t r a c e  
m e t a l s  w e r e  n e c e s s a r y  f  c r  c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  
s a l i c y l i c  a c i d ,  t h e  r e q u i r e m e n t  a p p e a r e d  t o  v a r y  f r o m  c u l t u r e  
t o  c u l  t u r e .
The  o r g a n i s m s  r e c e n t l y  u t i l i z e d  f o r  I n v e s t i g a t i o n  o f  
r a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  w e r e  n o t  e n t i r e l y  s a t i s f a c t o r y  f o r  
m e t a b o l i c  s t u d i e s  i n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  t o  s a l i c y l i c  
a c i d .  E i t h e r  t h e  y i e l d  o f  s a l i c y l a t e  was s n a i l ,  o r  t h e  
o r g a n i s m  r e q u i r e d  o r g a n i c  c o m p o u n d s  o t h e r  t h a n  n a p h t h a l e n e  
f o r  c o n t i n u o u s  g r o w t h .
METHODS AND MATERIALS
M i c r o b i o l o g l e a l
S e v e r a l  m e d i a  o t h e r  t h a n  t h o s e  u s e d  f o r  t a x o n o m i c  p u r ­
p o s e s  w e re  u t i l i z e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t i a i s  w o r k .
Medium S ,  e s s e n t i a l l y  t h a t  o f  S t r a w i n s k i  an d  S t o n e  
( 1 9 5 4 ) ,  h a d  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n :  N H ^ C l , 2 . 5  g ;
KH2 P 0 4 , 0 . 5  g ;  Na2 HP04 , 1 . 0  g j  MgS04 *7 Hg 0 ,  0 . 5  g ;
M nClg*4  HgO, 0 . 2  g j  P e S 0 4 *7 HgO, 0 , 0 5  g ;  C a C l 2 *2 HgO, 0 . 5  g ;  
K I  a n d  CuS04 *5 HgO, t r a c e ;  t a p  w a t e r ,  1 L .  Medium S2 c o n ­
t a i n e d  t h e  m i n e r a l  s a l t s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p h o s p h a t e s ,  
a d d e d  i n  5 0 0  ml o f  t a p  w a t e r  i n  t h e  o r d e r  and  w e i g h t  l i s t e d  
f o r  m ed ium  S .  S u f f i c i e n t  25  p e r  c e n t  K2HP04  s o l u t i o n  was 
t h e n  a d d e d  to  g i v e  t h e  d e s i r e d  f i n a l  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n .  
The m ed iu m  was  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 0  an d  a d j u s t e d  t o  a  f i n a l  
v o lu m e  o f  1 L w i t h  t a p  w a t e r .  I n  m o s t  c a s e s  t h e  p h o s p h a t e  
c o n c e n t r a t i o n  was a d j u s t e d  t o  2 . 0  p e r  c e n t  KgHP04 . M e d ia  
S2S a n d  S2G were  m e d iu m  S 2 ,  c o n t a i n i n g  2 . 0  p e r  c e n t  K2HP04 , 
t o  w h i c h  0 . 2  p e r  c e n t  s o d i u m  s a l i c y l a t e ,  o r  0 . 5  p e r  c e n t  
g l u c o s e ,  was  a d d e d ,  r e s p e c t i v e l y .
Medium M, s i m i l a r  t o  t h a t  o f  M u rp h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 ) ,  
w as  c o m p o s e d  o f :  NH4 C 1 ,  4 . 0  g ;  KgHPO^, 1 . 0  g ;  KHgP04 , 0 . 5  g ;  
MgS04 • 7  H2 0 ,  0 . 5  g ;  MnCl2 *4 H2 0 ,  0 . 2  g ;  F e S 0 4 *7 Hg 0 ,  0 . 0 5  g ;  
C a C l g * 2  Hg 0 ,  0 . 0 5  g ;  CaCOg, 2 g ;  t a p  w a t e r ,  1 L .
T a u s s o n ' s  ( 1 9 2 7 )  m ed ium  w as  c o m p o u n d e d  f r o m  S o l u t i o n  A 
( C a ( N 0 3 ) 2 *4 HgO, 1 . 0  g ;  KNOg, 0 . 2 5  g ;  MgS04 «7 HgO, 0 . 2 5  g ;
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F e C l  ,  2 . 5  mg; d i s t i l l e d  w a t e r ,  2 0 0  m l )  a n d  S o l u t i o n  B
3
(KHgPO^,  0 . 0 8  g ;  Kg HP04 ,  0 . 2  g ;  d i s t i l l e d  w a t e r ,  2 0 0  m l )  
s t e r i l i z e d  s e p a r a t e l y  a n d  m i x e d  a s e p t i c a l l y  i n  t b s  p r o p o r ­
t i o n  o f  4 p a r t s  S o l u t i o n  A t o  1 p a r t  S o l u t i o n  B .
Medium YEG c o n t a i n e d  0 . 5  p e r  c e n t  e a c h  g l u c o s e  and y e a s t  
e x t r a c t  ( D l f c o )  I n  t a p  w a t e r .
T h e  d e s i r e d  q u a n t i t i e s  o f  n a p h t h a l e n e ,  a f t e r  b e i n g  f i n e l y  
p u l v e r i z e d  I n  a  m o r t a r ,  w e r e  s t a r e d  I n  t i g h t l y  s t o p p e r e d  
t e s t  t u b e s  f o r  1 8  t o  2 4  h o u r s .  N a p h t h a l e n e ,  a f t e r  b e i n g  
p r e p a r e d  a s  a b o v e ,  n e v e r  g a v e  I n d i c a t i o n  o f  b e i n g  c o n t a m i ­
n a t e d  m i c r o b i a l l y  u p o n  i n o c u l a t i o n  I n t o  n u t r i e n t  b r o t h ,  
a n d  n o  f u r t h e r  s t e r i l i z a t i o n  p r o c e d u r e s  w e r e  u n d e r t a k e n .
One p e r c e n t  s t e r i l e ,  f i n e l y  p u l v e r i z e d ,  n a p h t h a l e n e  
was  a d d e d  t o  t h e  n a p h t h a l e n e - c o n t a i n i n g  g r o w t h  m e d i a  
( S ,  S 2 ,  M, T a u s s o n ’ s )  r o u t i n e l y  i m m e d i a t e l y  a f t e r  I n o c u l a ­
t i o n .
E n r i c h m e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  5 0  ml m ed ium  
I n  250 ml E r l e n m e y e r  f l a s k s ®  P h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  w e r e  
c o n d u c t e d  I n  1 6 0  ml s q u a r e  m i l k  d i l u t i o n  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  
1 0  ml m e d iu m  e x c e p t  w h e r e  o t h e r w i s e  n o t e d .  A e r a t i o n  w a s  
m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  e n r i c h m e n t  a n d  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  
b y  i n c u b a t i o n  on  a  r e c i p r o c a l  s h a k e r  a t  a  r a t e  o f  1 2 0  1 . 5  
I n c h  s t r o k e s  p e r  m i n u t e .  Some c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  f c r  r e s t ­
i n g  c e l l  s t u d i e s  by  g r o w t h  I n  6  o z .  p r e s c r i p t i o n  b o t t l e s  c o n ­
t a i n i n g  40 ml m ed iu m  and I n c u b a t e d  on a  r o t a r y  s t o k e r  a t  
2 2 0 - 2 4 0  c y c l e s  p e r  m i n u t e .  C e l l s  g r o w n  u n d e r  e i t h e r  c o n d i t i o n  
o f  a e r a t i o n  a p p e a r e d  t o  b e  I d e n t i c a l  p h y s i o l o g i c a l l y .
24
S t o c k  c u l t u r e s ,  t r a n s f e r r e d  e v e r y  t h r e e  m o n t h s ,  w e r e  
m a i n t a i n e d  on  s l a n t s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  2 * 0  p e r  c e n t  a g a r  
t o  m ed ium  M. T h e  s l a n t s  w e r e  s p r i n k l e d  w i t h  s t e r i l e  
n a p h t h a l e n e  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  i n c u b a t e d  4 8  h o u r s ,  and  
r e f r i g e r a t e d  u n t i l  n e e d e d .  S e e d  c u l t u r e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  
i n o c u l a t i n g  1 0  ml o f  t h e  a p p r o p r i a t e  m ed ium  f r o m  a  s t o c k  
s l a n t  a n d  i n c u b a t i n g ,  w i t h  s h a k i n g ,  f o r  2 4  h o u r s .  Medium S 
w as  u s e d  f o r  s e e d  p r o p a g a t i o n  f o r  i n o c u l a t i o n  o f  a l l  n a p h t h a ­
l e n e - c o n t a i n i n g  m e d i a .  F o r  s e e d  p r o p a g a t i o n  f o r  o t h e r  m e d i a  
t h e  s e e d  w a s  i n c u b a t e d  i n  1 0  ml o f  t h e  g r o w t h  medium  o f  
c h o i c e .
B a c t e r i a l  c o u n t s  w e r e  m ad e  b y  s p r e a d i n g  0 . 1  ml o f  t h e  
a p p r o p r i a t e  d i l u t i o n  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  a n  a g a r  p l a t e  
w i t h  a  s t e r i l e ,  L - s h a p e d  g l a s s  r o d .  A l l  c o u n t s  w e r e  d o n e  
i n  t r i p l i c a t e .
M e d ia  u s e d  f o r  d i f f e r e n t i a l  p u r p o s e s  w e r e  p r e p a r e d  a c ­
c o r d i n g  t o  t h e  S o c i e t y  o f  A m e r i c a n  B a c t e r i o l o g i s t s  C o m m i t t e e  
on B a c t e r i o l o g i c a l  T e c h n i c  ( 1 9 5 7 )  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
M ed ia  u s e d  w e r e  b e e f - e x t r a c t  p e p t o n e  b r o t h ,  b e e f - e x t r a c t  
p e p t o n e  a g a r ,  b e e f - e x t r a c t  p e p t o n e  s e r a i - s o l i d  a g a r ,  n u t r i e n t  
g e l a t i n ,  l i t m u s  m i l k ,  s t a r c h  a g a r ,  t r y p t o n e  b r o t h ,  l e a d  
a c e t a t e  a g a r ,  a n d  f e r m e n t a t i o n  m e d i a .  The f e r m e n t a t i o n  m e d i a  
w e r e  p r e p a r e d  f r o m  d e h y d r a t e d  P h e n o l  Red B r o t h  B a s e  ( D i f c o )  
t o  w h i c h  was  a d d e d  o n e  p e r  c e n t  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  s u g a r  
o r  p o l y h y d r i c  a l c o h o l  ( s u c r o s e ,  g l u c o s e ,  g l y c e r o l ,  m a l t o s e ,  
l a c t o s e ,  m a n n i t o l ) .  A g a r  f o r  d e t e c t i o n  o f  h y d r o g e n  s u l f i d e  
p r o d u c t i o n  was  p r e p a r e d  f r o m  d e h y d r a t e d  L e a d  A c e t a t e  A g a r
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( D l f c o ) .  I n a s m u c h  a s  g o o d  g r o w t h  o c c u r r e d  I n  t h i s  m e d iu m  I t  
w as  c o n s i d e r e d  a d e q u a t e  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  s u l f i d e  p r o d u c ­
t i o n *
T e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e c o m m e n d a t i o n s  
o f  t h e  S o c i e t y  o f  A m e r i c a n  B a c t e r l o l g i s t s  C o m m i t t e e  o n  B a c ­
t e r i o l o g i c a l  T e c h n i c  ( 1 9 5 7 ) .
M e t a b o l i c  S t u d i  e s
C e l l s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  r e s t i n g  c e l l  e x p e r i m e n t s  f r o m  
m e d i a  S 2 ,  S 2 S ,  S 2 G ,  a n d  YEG. C u l t u r e s  f r o m  t h e  n a p h t h a ­
l e n e - c o n t a i n i n g  m e d iu m  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  R e e v e - A n g e l  
N o .  1 f i l t e r  p a p e r  b e f o r e  u s e  t o  r e m o v e  n a p h t h a l e n e  c r y s t a l s  
s t i l l  r e m a i n i n g  i n  t h e  m ed ium *  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 C ,  w a s h e d  t w i c e  w i t h  0 . 8 5  p e r  c e n t  
N a C l ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  s a l i n e  t o  a p p r o x i m a t e l y  o n e - t e n t h  
t h e  v o l u m e  o f  t h e  m e d iu m  f r o m  w h i c h  t h e  y  w e r e  h a r v e s t e d *
D r i e d  c e l l  p r e p a r a t i o n s ,  u s e d  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  
c e l l  p e r m e a b i l i t y  o n  u t i l i z a t i o n  o f  s u s p e c t e d  i n t e r m e d i a t e s ,  
w e r e  p r e p a r e d  a s  a b o v e  e x c e p t  t h a t  a f t e r  t h e  s e c o n d  w a s h i n g  
t h e  c e l l s  w e re  s u s p e n d e d  i n  o n l y  a s  m u c h  d i s t i l l e d  w a t e r  a s  
n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  a  s a t i s f a c t o r y  s u s p e n s i o n .  T h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  was  s p r e a d  o v e r  t h e  b o t t o m  o f  a  P e t r i  p l a t e  a n d  
f r o z e n .  The f r o z e n  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  a  d e s s i c a t c r  a n d  
s u b j e c t e d  to  a  c o n s t a n t  v a c u u m  f r o m  a  m e c h a n i c a l  pump f o r  
1 8 - 2 4  h o u r s .  T h e  r e s u l t a n t  c e l l  p o w d e r  w a s  s t a r e d  a t  - 8 0 C  
i n  a  s e a l e d  t u b e  c o n t a i n i n g  a n h y d r o u s  " D r i e r i t e 1* u n t i l  u s e d .
M a n o m e t r i c  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  a t  3 0  G i n  a n  
a t m o s p h e r e  o f  a i r .  A l l  s u c h  p r o c e d u r e s  w e r e  s t a n d a r d
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( U m b r e i t ,  e t .  a l .  . 1 9 5 7 )  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  e x c e p t i o n s .  S o l i d  
s u b s t r a t e s  t h a t  w ere  n o t  r e a d i l y  w a t e r  s o l u b l e  w e r e  a d d e d  a s  
s o l i d s  d i r e c t l y  t o  t h e  W a r b u r g  f l a s k  w h e n  p r a c t i c a l .  I n  i n ­
s t a n c e s  w h e r e  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  w a t e r  I n s o l u b l e  s u b s t r a t e s  
w e r e  a d d e d  t h e y  w e r e  d i s s o l v e d  I n  e t h e r ,  and t h e  e t h e r  was 
e v a p o r a t e d  f r o m  t h e  v e s s e l  a t  4 0  G b e f o r e  a d d i t i o n  o f  o t h e r  
m a t e r i a l s  t o  t h e  f l a s k .
Q0  v a l u e s  r e p o r t e d  I n  t h i s  s t u d y  a r e  d e f i n e d  a s  jyl 0 £
c o n s u m e d  p e r  mg c e l l  p r o t e i n  p e r  h o u r .
R e s t i n g  c e l l  e x p e r i m e n t s  n o t  i n v o l v i n g  g a s  e x c h a n g e  d a t a  
w e r e  c a r r i e d  o u t  In  16Q ml s q u a r e  m i l k  d i l u t i o n  b o t t l e s  c o n ­
t a i n i n g  1 0  ml r e a c t i o n  f l u i d  a n d  I n c u b a t e d  a t  room  t e m p e r a ­
t u r e  w i t h  s h a k i n g  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .
C h e m i c a l
A s m a l l  s a m p l e  o f  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l , p r e ­
p a r e d  f r o m  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e  t r e a t e d  r a b b i t s ,  was 
o b t a i n e d  f r o m  D r .  E .  B o y l a n d .
B o t h  n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l  a n d  n a p h t h a l e n e - 1 , 4 - d i o l  w e r e  
p r e p a r e d  f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n a p h t h o q u i n o n e s  b y  r e d u c t i o n  
w i t h  s o d i u m  d i t h i o n l t e  ( h y d r o s u l f i t e )  a n d  r e c r y s t a l l i z s t i o n  
f r o m  p e t r o l e v u a  e t h e r  ( C o r n e r  a n d  Y o u n g ,  1 9 5 4 ) .  1 -  a n d  2 -
n a p h t h o l s  w e re  r e c r y s t a l l i z e d  f r o m  w a t e r  t o  r em o v e  c o l o r e d  
m a t e r i a l s  d u e  t o  a u t o - o x i d a t i o n . A l l  f o u r  o f  t h e  c o m p o u n d s  
w e re  s t o r e d  i n  t i g h t l y  s t o p p e r e d  t u b e s  u n d e r  a n  a t m o s p h e r e  
o f  n i t r o g e n  t o  p r e v e n t  d e t e r i o r a t i o n .  A l l  o t h e r  r e a g e n t s  
w e r e  u s e d  a s  o b t a i n e d  f r o m  s u p p l i e r s  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i ­
c a t i o n ,  and  w e re  s t o r e d  i n  b o t t l e s  on  t h e  l a b o r a t o r y  s h e l f .
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S a l i c y l i c  a c i d  was  t r e a s u r e d  b y  t h e  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d
o f  M u r p h y  ( 1 9 5 3 ) ,  w h i c h  w a s  b a s e d  on t h e  c o l o r  c o m p l e x
f  o k i  ed  by  th e  r e a c t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d  a n d  P e C l  . C h r o m a -
3
t o g r a j h i c  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  s a l i c y l i c  a c i d  w a s  t h e  
o n l y  c o m p o u n d  f o u n d  i n  t h e  g r o w t h  m e d iu m  w h i c h  r e a c t e d  w i t h  
f e r r i c  c h l o r i d e  t o  g i v e  a c o l o r e d  c o m p l e x .  I n  v i e w  o f  t h i s  
a b s e n c e  o f  o t h e r  f e r r i c  c h l o r i d e - r e a c t i n g  c o m p o u n d s  t h e r e  
was  n o  c h a n c e  o f  i n t e r f e r e n c e  b y  o t h e r  p h e n o l i c  ccrn p o u n d s  
w i t h  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d .
I n  t h o s e  c a s e s  w h e r e  s a l i c y l  a l c o h o l  w a s  u s e d  a s  a n  
i n h i b i t o r  o f  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  m o s t  o f  t h e  a l c o h o l  w a s  
r e m o v e d  b e f o r e  s a l i c y l a t e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  m ade  b y  a d ­
j u s t i n g  t h e  l i q u o r  t o  an a l k a l i n e  r e a c t i o n  and  w a s h i n g  t t r  e e  
t i m e s  w i t h  a  v o l u m e  o f  e t h e r  t w i c e  t h a t  o f  t h e  s a m p l e .  The 
r e s i d u a l  c o l o r  d u e  t o  t h e  r e m a i n i n g  s a l i c y l  a l c o h o l  r e a c t i n g  
w i t h  f e r r i c  c h l o r i d e  w a s  c o m p e n s a t e d  f o r  b y  u s e  o f  s a l i c y l  
a l c o h o l  b l a n k s  t r e a t e d  I d e n t i c a l l y .
The m e t h o d  o f  B o y l a n d  a n d  W i l t s h i r e  ( 1 9 5 3 a )  was  u s e d  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 , 2 - d i h y d r o n s p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l • The  
m e t h o d  i n v o l v e d  e x t r a c t i o n  o f  t h e  m e d iu m  w i t h  b u t a n o l ,  
d e g r a d a t i o n  o f  t h e  d i h y d r o d i o l  t o  1 - n a p h t h o l  b y  a c i d  t r e a t ­
m e n t  o f  t h e  b u t a n o l  e x t r a c t ,  a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n a p h t h o l  
b y  r e a c t i o n  w i t h  d i a z o t l z e d  s u l f a n i l l c  a c i d ,  f o l l o w e d  b y  
t r e a t m e n t  w i t h  NaOH t o  d e v e l o p  c o l o r .  C o n t r o l s ,  I n  w h i c h  
a c i d  t r e a t m e n t  w a s  e l i m i n a t e d ,  w e r e  r u n  f o r  c o m p a r i s o n .
A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a b o v e  m e t h o d  ( B o y l a n d  a n d  W i l t ­
s h i r e ,  1 9 5 3 a )  w a s  u s e d  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t  o f
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1 -  a n d  2 - n a p h t h o l .  Ten  ml o f  t h e  r e a c t i o n  m edium  was  s h a k e n  
v i g o r o u s l y  ( 2 0 0  1 . 0  i n c h  s t r o k e s  p e r  m i n u t e )  w i t h  2 0  ml 
n - b u t a n o l  i n  a  g L a s s  s t o p p e r e d  50 ml c a p a c i t y  b o t t l e  f o r  
3 0  m i n u t e s .  The b u t a n o l  w as  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
an d  4 ml o f  t h e  b u t a n o l  e x t r a c t  w e r e  r e a c t e d  w i t h  d i a z o -  
t i z e d  s u l f a n i l  i c  a c i d .  The s o l u t i o n  was  m ade  a l k a l i n e  w i th .  
NaOH, a n d  4  ml e t h a n o l  w e r e  a d d e d  t o  b r i n g  a b o u t  h o m o g e n e i t y  
o f  s o l u t i o n .  C o m p a r i s o n  o f  t h i s  p r o c e d u r e  w i t h  known n a p h -  
t h o l  l e v e l s  i n  b u t a n o l  i n d i c a t e d  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  
t o  b e  c o m p l e t e l y  e f f e c t i v e .  I n  a d d i t i o n ,  n o  i n d i c a t i o n  o f  
r e s i d u a l  n a p h t h o l s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  m o t h e r  l i q u o r  
a f t e r  b u t a n o l  t r e a t m e n t .  I n  b o t h  c a s e s  t h e  c o l o r  d e v e l o p m e n t  
w as  m e a s u r e d  i n  t h e  K L e t t - S u m m e r s o n  c o l o r i m e t e r  u s i n g  g r e e n  
f i l t e r  n o .  5 5 .  F o r  1 - n a p h t h o l  t h e  s e n s i t i v i t y  w as  0 - 7 5 y y g j  
f o r  2 - n a p h t h o l ,  0 - 1 0 0 ^ / g .
G l u c o s e  w a s  m e a s u r e d  a s  r e d u c i n g  s u g a r  u s i n g  t h e  m e t h o d  
o f  S o m o g y i  ( 1 9 4 5 ) ,  t h e  c o l o r  b e i n g  d e v e l o p e d  w i t h  t h e  a r a e n o -  
m o l y b d a t e  r e a g e n t  o f  N e l s o n  ( 1 9 4 4 ) .
T he  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  c e l l  s u s p e n s i o n s  was d e t e r m i n e d  
b y  t h e  m e t h o d  o f  S t i c k l a n d  ( 1 9 5 1 ) .  An a l i q u o t  o f  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  was d i g e s t e d  i n  a l k a l i  a n d  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  
o f  t h e  d i g e s t  m e a s u r e d  c o l o r i m e t r i c a l l y  b y  t h e  b i u r e t  r e a c ­
t i o n .  C a s e i n  was  u s e d  i n  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  s t a n ­
d a r d  c u r v e .
T h e  u n i d e n t i f i e d  c a r b o n y l  c o m p o u n d  was m e a s u r e d  b y  a 
m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c o l o r i m e t r i c  p r o c e d u r e  u s e d  f o r  p y r u v i c  
a c i d  d e t e r m i n a t i o n  ( F r l e d e m a n n  a n d  H a u g e n ,  1 9 4 3 ) .  No e f f o r t
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w as  made t o  e x t r a c t  t h e  compound f r o m  t h e  m e d iu m ,  h u t  r a t h e r  
t h e  r e a c t i o n  w a s  r u n  d i r e c t l y  o n  t h e  c e n t r i f u g e d  s a m p l e .  
A l i q u o t s  o f  t h e  s a m p l e  w e r e  made u p  t o  5 . 0  ml w i t h  d i s  t i l l e d  
w a t e r ,  a n d  1 . 0  ml o f  t h e  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  r e a g e n t  
( 1 0 0  mg d i s s o l v e d  i n  1 0 0  ml 2N HC1) was a d d e d .  A f t e r  s t a n d ­
i n g  5 m i n u t e s  a t  r o  can t e m p e r a t u r e  t h e  s o l u t i o n  was made 
a l k a l i n e  b y  a d d i t i o n  o f  5 . 0  ml 1 . 5 N  NaOH a n d  t h e  c o l o r  
m e a s u r e d  a t  4 6 0  mu w i t h  a " S p e c t r o n i c  2 0 u s p e c t r o p h o t o m e t e r .
C h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  u s e d  i n  i d e n t i f i c a t i o n  of  
s a l i c y l i c  a c i d  f r o m  t h e  g r o w t h  medium an d  f r o m  n a p h t h o l -  
s a l i c y l  a l c o h o l  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  w a t e r  
s a t u r a t e d  n - b u t a n o l .  The c h r o m a t o g r a p h e d  s a m p l e s  w e r e  
a c i d - e t h e r  e x t r a c t s  o f  t h e  medium  o r  r e a c t i o n  m i x t u r e s .  I n  
t h e  c a s e s  o f  t h e  n a j h t h o l - s a l i c y l  a l c o h o l  m i x t u r e s  t h e  l i q u c r  
was f i r s t  w a s h e d  w i t h  t w i c e  t h e  s a m p l e  v o lu m e  o f  e t h e r  t h r e e  
t i m e s  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s  t o  r e m o v e  t h e  e x c e s s  a l c o h o l .
The p e t r o l e u m  e t h e r - a c e t i c  a c i d - w a t e r  s o l v e n t ,  r e c o m ­
m e n d ed  b y  B r a y ,  T h o r p e  a n d  W h i t e  ( 1 9 5 0 ) ,  was n o t  s a t i s ­
f a c t o r y .  B o t h  a u t h e n t i c  s a l i c y l a t e  a n d  t h a t  p r e p a r e d  f r o m  
t h e  m ed ium  d i d  n o t  move u n i f o r m l y  i n  t h i s  s o l v e n t ,  b u t ,  a f t e r  
d e v e l o p m e n t ,  p r o v e d  t o  b e  s p r e a d  o v e r  a d i s t a n c e  o f  a p p r o x i ­
m a t e l y  5 cm.
A l l  s o l v e n t s  w e r e  u s e d  a s  a s c e n d i n g  s y s t e m s  w i t h  Whatman 
n o .  1 f i l t e r  p a p e r .  The c o l o r  was  d e v e l o p e d  a f t e r  r e m o v a l  
o f  t h e  p a p e r ,  a n d  d r y i n g ,  b y  s p r a y i n g  w i t h  5 p e r  c e n t  a q u e o u s  
FeCljj.
S p e c t r o p h o t o m e t r l c  a n a l y s e s  w ere  c a r r i e d  o u t  w i t h  a
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" S p e e t r o n i c  2 0 ” s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The s p e c t r u m  o f  t h e
m a t e r i a l  r e a c t i n g  w i t h  F e C l  i n  t h e  g r o w t h  m edium  w a s  com -
o
p a r e d  w i t h  a u t h e n t i c  s a l i c y l i c  a c i d  d i s s o l v e d  i n  c l a r i f i e d  
u n i n o c u l a t e d  m ed ium  S a n d  t r e a t e d  w i t h  f e r r i c  c h l o r i d e .
RESULTS AND DISCUSSION
E n r i c h m e n t ,  I s o l a t i o n , a n d  C h a r a c t e r i s a t i o n
I n  v i e w  o f  t h e  p o o r  a d a p t a b i l i t y  o f  t h e  s e v e r a l  o r g a n i s m s  
p r e v i o u s l y  u t i l i z e d  i n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  m i c r o b i a l  c h e m ­
i s t r y  o f  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  ( s e e  d i s c u s s i o n  I n  H i s t o r i ­
c a l  R e v i e w ) ,  a n d  c o n s i d e r i n g  t h a t  t h i s  w a s  t o  b e  a  m o d e l  
s y s t e m  f o r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  f a c t o r s  c o n t r o l l i n g  h y d r o -  
c a r t o n  o x i d a t i o n ,  t h e  o r g a n i s m s  t o  b e  u t i l i z e d  I n  t h i s  
s t u d y  w e r e  i s o l a t e d ,  d e  n o v o ,  f r o m  s o i l .
The I s o l a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  d e s i g n e d  t o  s e l e c t  o r g a n i s m s  
c a p a b l e  o f  (1 ) r a p i d  g r o w t h ,  ( 2 ) a c i d  a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  
v i g o r o u s  a e r a t i o n ,  a n d  ( 3 )  u t i l i z a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  a s  a  
s o l e  c a r b o n  a n d  e n e r g y  s o u r c e  d u r i n g  p r o l o n g e d  s e r i a l  t r a n s ­
f e r .  A c c o r d i n g l y ,  2 0 0  g  o f  r e c e n t l y  c u l t i v a t e d  s o i l  w e r e  
s p r e a d  I n  a  t h i n  l a y e r ,  d r i e d  o v e r n i g h t  a t  3 7  C ,  l i g h t l y  
m o i s t e n e d ,  and  m i x e d  w e l l  w i t h  2  g  o f  f i n e l y  p u l v e r i z e d  
n a p h t h a l e n e .  The  s o i l  was  s t i r r e d  d a i l y  t o  e n s u r e  l o o s e  
p a c k i n g ,  a n d  w a t e r  w a s  a d d e d  a s  n e e d e d  t o  k e e p  t h e  s o i l  m o i s t .  
P o u r  a d d i t i o n a l  p o r t i o n s  o f  n a p h t h a l e n e  w e r e  a d d e d  c h r i n g  
t h e  e n r i c h m e n t  p e r i o d ,  n a p h t h a l e n e  b e i n g  a d d e d  a s  s o o n  a s  
t h e  o d o r  o f  n a p h t h a l e n e  w a s  n o  l o n g e r  d e t e c t a b l e  I n  t h e  s o i l  
oo n t a l n e r .
A f t e r  7  w e e k s  tw o  f l a s k s  e a c h  o f  m e d iu m  M a n d  m e d i u m  S 
w e r e  I n o c u l a t e d  w i t h  5 g  p o r t i o n s  o f  t h e  e n r i c h e d  s o i l .
T h e s e  t w o  e s s e n t i a l l y  b a l a n c e d  s a l t  m i x t u r e s  w e r e  c h o s e n  I n  
v i e w  o f  t h e  o b v i o u s  d i f f e r e n c e s  I n  t h e  o r g a n i s m  I s o l a t e d
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f r o m  t h e s e  two m e d i a ,  a n d  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  r e s p o n s e  t o  
n a p h t h a l e n e  b y  t h e s e  o r g a n i s m s  ( S t r a w l n s k i  a n d  S t o n e ,  1 9 5 4 ;  
M u r p h y  a n d  S t o n e ,  1 9 5 5 ) *  The c u l t u r e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  
( 5  p e r  c e n t  i n o c u l u m )  a t  l e a s t  t w i c e  w e e k l y  t h r o u g h  8  s e r i a l  
t r a n s f e r s .  A l i q u o t s  w e r e  t h e n  s t r e a k e d  o n  n u t r i e n t  a g a r  
p l a t e s .  A f t e r  7 2  h o u r  i n c u b a t i o n  5 0  c o l o n i e s  o f  v a r i e d  
s i z e  a n d  t y p e  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  t h e  n a p h t h a l e n e  m e d iu m  
f r o m  w h i c h  t h e y  h a d  b e e n  i s o l a t e d *  T h i r t y - t w o  c u l t u r e s ,  
a c i d  t o  b r o m - c r e s o l  p u r p l e  (pH 5 . 3 )  a f t e r  4 8  h o u r  i n c u b a ­
t i o n ,  w e r e  s e l e c t e d  f o r  f u r t h e r  s t u d y .
A l l  t h i r t y - t w o  c u l t u r e s  f e r m e n t e d  g l u c o s e  w i t h  t h e  p r o ­
d u c t i o n  o f  a c i d  b u t  n o t  g a s ,  b u t  f a i l e d  t o  p r o d u c e  e i t h e r  
a c i d  o r  g a s  f rom  g l y c e r o l ,  m a n n i t o l ,  m a l t o s e  o r  l a c t o s e .  
S t a r c h  w a s  n o t  h y d r o l y s e d ,  n o r  w as  HgS f o r m e d ,  b u t  g e l a t i n  
was l i q u e f i e d  i n  a l l  c a s e s .  A l l  r e d u c e d  l i t m u s  m i l k ,  a n d  
f o r m e d  a  r e n n e t  c u r d ,  f o l l o w e d  b y  p e p t o n i z a t i o n .  N one  o f  
t h e  c u l t u r e s  g r e w  a n y  b e t t e r  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  t h a n  a t  
37 C .  E a c h  c u l t u r e  p r o d u c e d  a b l u e - g r e e n ,  w a t e r  s o l u b l e ,  
e x t r a c e l l u l a r  p i g m e n t  d u r i n g  g r o w t h  i n  e i t h e r  b r o t h  o r  a g a r *  
A l l  5 2  c u l t u r e s  p r o d u c e d  i n d o l e  f r o m  t r y p t o p h a n e .  S e v e n  of  
t h e  3 2  c u l t u r e s  a l s o  w e r e  c a p a b l e  o f  a c i d  p r o d u c t i o n  f r o m  
s u c r o s e .  S i x  o f  t h e s e  7 c u l t u r e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  m ed iu m  
S .  F o u r t e e n  o f  t h e  1 9  c u l t u r e s  s e l e c t e d  f r o m  m e d iu m  M e n ­
r i c h m e n t  f a i l e d  t o  e x h i b i t  m o t i l i t y  i n  h a n g i n g  d r o p  p r e p a r a ­
t i o n s  m a d e  f r o m  1 8  h o u r  n u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  
u p o n  s t a b  i n o c u l a t i o n  i n t o  s e m i s o l i d  a g a r  t h e s e  c u l t u r e s  g r e w  
a s  d i f f u s e  g r o w t h  a w a y  f r o m  t h e  l i n e  o f  t h e  s t a b ,  I n d i c a t i n g
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t h a t  a l t h o u g h  m o t i l i t y  was t o o  w e a k  t o  b e  s e e n  by  d i r e c t  
m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n ,  a l l  w e r e  m o t i l e .
On t h e  b a s i s  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  t h i s  o r g a n i s m  was 
c l a s s i f i e d  a s  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a , a s  d e s c r i b e d  b y  B r e e d ,  
e t  a l . ,  ( 1 9 4 8 ) .  R e p r e s e n t a t i v e  c u l t u r e s ,  i n c l u d i n g  t h o s e  t h a t  
d i d  a n d  d i d  n o t  f e r m e n t  s u c r o s e ,  and  b o t h  t h e  a c t i v e l y  a n d  
w e a k l y  m o t i l e  s t r a i n s ,  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  f u r t h e r  a s  P .  
a e r u g i n o s a  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e s  l i s t e d  b y  H a y n e s  ( 1 9 5 1 ) .
T w e n t y - s e v e n  o f  t h e  3 2  c u l t u r e s  g a v e  a  p o s i t i v e  t e s t  
f o r  s a l i c y l i c  a c i d  w i t h  F e C l g  a f t e r  4 8  h o u r s  g r o w t h  i n  m ed­
ium M. O n ly  one  s t r a i n  ( S IB )  e l i c i t e d  a  p o s i t i v e  s a l i c y l a t e  
t e s t  a f t e r  g r o w t h  i n  e i t h e r  m e d iu m .  T h i s  s t r a i n  w as  s e l e c t e d  
f o r  a l l  f u r t h e r  s t u d i e s .
The o r g a n i s m s  I s o l a t e d  h a v e  b e e n  m a i n t a i n e d  by  s e r i a l  
t r a n s f e r  o n  n a p h t h a l e n e - m i n e r a l  s a l t s  a g a r  s i n c e  O c to b e r ,  1 9 5 5 ,  
w i t h o u t  a d d i t i o n  o f  o r g a n i c  n u t r i e n t s  o t h e r  t h a n  n a p h t h a l e n e .
Ho l o s s  o f  v i a b i l i t y  h a s  b e e n  n o t e d .
A l t h o u g h  i t  was  a p p a r e n t  f r o m  r e p o r t s  o f  p r e v i o u s  i n v e s t i ­
g a t o r s  t h a t  some d i f f i c u l t y  was  e n c o u n t e r e d  i n  i s o l a t i n g  
c u l t u r e s  c a p a b l e  o f  u t i l i z i n g  n a p h t h a l e n e  a s  s o l e  c a r b o n  
s o u r c e  a n d  o f  a c c u m u l a t i n g  s u b s t a n t i a l  a m o u n t s  o f  i n t e r m e d i ­
a t e  p r o d u c t s ,  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  i n d i c a t e d  t h a t  i f  t h e  
e n r i c h m e n t  p r o c e d u r e  was  d i r e c t e d  t o w a r d  i s o l a t i n g  o r g a n i s m s  
c a p a b l e  o f  a c i d  p r o d u c t i o n  u n d e r  v i g o r o u s l y  a e r o b i c  c o n d i ­
t i o n s ,  a n d  i f  e n r i c h m e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  t h r o u g h  
n u m e r o u s  t r a n s f e r s ,  t h e s e  d i f f i c u l t i e s  v /e re  e l i m i n a t e d .
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I d e n t i f i c a t i o n  o f  S a l i c y l i c  A c i d
S i n c e  s a l i c y l i c  a c i d  h a d  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a  m a j o r  
p r o d u c t  i n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  ( S t r a w i n s k l  a n d  S t o n e ,  
1 9 4 3 ) ,  a n d  f r e q u e n t l y  v e r i f i e d  b y  o t h e r s ,  r i g o r o u s  d e m o n s t r a ­
t i o n  t h a t  t h e  m a t e r i a l  w h i c h  a c c u m u l a t e d  I n  t h e  g r o w t h  m e d ­
i u m ,  a n d  wh i c h  g a v e  a  c o l o r e d  r e a c t i o n  w i t h  F e C l ^ ,  w a s  s a l i ­
c y l i c  a c i d  w a s  n o t  c a r r i e d  o u t .
H o w e v e r ,  t h e  f e r r i c  c h l o r i d e  m a t e r i a l  h a d  ( 1 )  an  a c i d i c  
n a t u r e ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  e a s e  o f  e t h e r  e x t r a c t i o n  f r o m  
t h e  m ed ium  u n d e r  a c i d ,  b u t  n o t  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s ,  ( 2 ) 
c h r o m a t o g r a p h i c  m o b i l i t y  i d e n t i c a l  w i t h  a u t h e n t i c  s a l i c y l i c  
a c i d  i n  w a t e r - s a t u r a t e d  b u t a n o l ,  a n d  ( 3 )  an  a b s o r p t i o n  s p e c ­
t r u m  o f  t h e  f e r r i c  c h l o r i d e  c o m p l e x ,  w i t h  p e a k s  a t  5 2 0  a n d  
5 4 0  mjx, i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  t h e  a u t h e n t i c  s a l i c y l i c  a c i d -  
f e r r i c  c h l o r i d e  c o m p l e x .  I t  s e e m e d  a p p a r e n t , .  w i t h o u t  e m p l o y ­
i n g  l b  r t h e r  c l a s s i c a l  m e t h o d s ,  t h a t  t h e  m a t e r i a l  a c c u m u l a t i n g  
I n  t h e  m ed iu m  was s a l i c y l i c  a c i d .
F i g m e n t  Pr o d u c t i o n
D u r i n g  g r o w t h  o f  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  S IB  i n  n a p h t h a ­
l e n e  c o n t a i n l n g  m e d i a  a  b r i g h t  y e l l o w  c o l o r a t i o n  o f  t h e  
m e d i a  r e s u l t e d .  I n  m ed iu m  M t h i s  c o l o r  d a r k e n e d  t o  o r a n g e -  
b r o w n  o n  p r o l o n g e d  I n c u b a t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  c h a n g e  i n  c o l o r  
w as  m u ch  l e s s  p r o n o u n c e d  i n  m e d iu m  S .  T he  d i f f e r e n c e  i n  pH
l e v e l s ,  d u e  t o  t h e  CaCO I n  m ed iu m  M, may h a v e  a c c o u n t e d  f o ro
t h i s  d i f f e r e n c e .
The b r i g h t  y e l l o w  p i g m e n t  w a s  n o t  e t h e r  © x t r a c t a b l e ,  u n d e r  
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s ,  f r o m  m e d iu m  S c u l t u r e s  a f t e r  2 4  h o u r
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g r o w t h ,  b u t  was r e a d i l y  r e m o v e d  b y  e x t r a c t i o n  u n d e r  a c i d
c o n d i t i o n s ,  a n d  c o u l d  b e  r e m o v e d  f r o m  t h e  e t h e r  e x t r a c t  b y
w a d i i n g  w i t h  a q u e o u s  MaHCO„. I n  a d d i t i o n ,  t h i s  a c i d  p i g m e n to
a c t e d  a s  a n  a c i d - b a s e  i n d i c a t o r ,  b e i n g  b r i g h t  y e l l o w  a t  n e u ­
t r a l  t o  a l k a l i n e  pH l e v e l s ,  b u t  b e c o m i n g  e s s e n t i a l l y  c o l o r ­
l e s s  u n d e r  a c i d  c o n d i t i o n s .  T he  m a t e r i a l  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  
f e r r i c  c h l o r i d e  o r  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e .
I n  v i e w  of t h e  a c i d i c  n a t u r e  o f  t h i s  c o m p o u n d ,  a s  w e l l  
a s  i t s  f a i l u r e  t o  r e a c t  w i t h  t h e  s u b s t i t u t e d  p h e n y l  h y d r a z i n e , 
I t  was o b v i o u s  t h a t  t h e  p i g m e n t  p r o d u c e d  f r o m  n a p h t h a l e n e  
by  t h i s  c u l t u r e  was  d i f f e r e n t  f rom t h e  1 , 2 - n a p h t h o q u i n o n e  
c o l o r a t i o n  r e p o r t e d  b y  M u rp h y  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 5 ) .
T h e  e x a c t  n a t u r e  o f  t h i s  p i g m e n t  was n o t  e x a m i n e d  f u r ­
t h e r ,  s i n c e ,  i n  v i e w  o f  i t s  a c c u m u l a t i o n ,  I t  w as  p r o b a b l y  
n o t  a  p r e c u r s o r  o f  s a l i c y l i c  a c i d .
En v i r o n m e n t a l  F a c t o r s I n f l u e n c i n g  S a l i c y l a t e  P r o d u c t i o n  
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  1 h a t  a e r a t i o n ,  h i g h  pH,  m e t a l l i c  
I o n s ,  a n d  t i m e  a f f e c t e d  th e  s a l i c y l a t e  c o n t e n t  o f  t h e  c u l ­
t u r e  medium  d u r l r g  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  ( S t r a w i n s k l  a n d  
S t o n e ,  1 9 4 4 j  M urphy  and S t o n e ,  1 9 5 5 ) .
A t t e m p t s  w e r e  made  t o  v a r y  t h e  a m o u n t  o f  d i s s o l v e d  o x y g e n  
I n  s t a t i c  c u l t u r e s  by i n c r e a s i n g  t h e  s u r f a c e  a r e a  p e r  u n i t  
v o l u m e . Ten  ml o f  medium  S w e r e  d i s t r i b u t e d  i n  8 - I n c h  t e s t  
t u b e s ,  5 0 ,  1 0 0 ,  a n d  2 5 0  ml E r l e n m e y e r  f l a s k s ,  an d  I n  P e t r i  
p l a t e s .  The  s u r f a c e  o f  medium  e x p o s e d  t o  t h e  a i r  v a r i e d  
f r o m  3 . 8  t o  6 3 . 5  s q  cm, w i t h  t h e  medium i n  d e p t h s  r a n g i n g  
f r o m  1 . 6  t o  2 6 . 0  mm. A f t e r  4 d a y s  o n l y  t b s  m e d iu m  w i t h  t h e
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s m a l l e s t  s u r f a c e  a r e a :  v o l u m e  r a t i o  g a v e  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  
w i t h  f e r r i c  c h l o r i d e ,  a n d  a f t e r  4  a d d i t i o n a l  d a y s  i n c u b a t i o n  
s a l i c y l a t e  w a s  n o  l o n g e r  p r e s e n t .
H o w e v e r ,  i n  s h a k o s  c u l t u r e s ,  a e r a t e d  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  
by  i n c u b a t i n g  50 ml m ed ium  S i n  v e s s e l s  o f  d i f f e r e n t  s i z e s ,  
t h e  d e g r e e  o f  a g i t a t i o n  i n c r e a s e d  t h e  r a t e  o f  s a l i c y l a t e  
p r o d u c t i o n ,  a n d  c o n c o m m i t a n t  pH c h a n g e  ( f i g u r e  2 ) ,  b u t  d i d  
n o t  I n f l u e n c e  t h e  t o t a l  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  ( t a b l e  2 ) .  
O t h e r  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  s h a k i n g  1 0  ml o f  m e d iu m  i n  
a m i l k  d i l u t i o n  b o t t l e  o n  a r e c i p r o c a l  s h a k e r ,  o r  4 0  ml o n  
a  r o t a r y  s h a k e r ,  w a s  e s s e n t i a l l y  e q u i v a l e n t  t o  a g i t a t i o n  o f  
50 ml m e d iu m  i n  1 L E r l e n m e y e r  f l a s k s ,  a n d  t h e s e  m e t h o d s  
w e r e  u s e d  f o r  a l l  f u r t h e r  s t u d i e s .
I t  was  q u e s t i o n a b l e ,  h o w e v e r ,  v h e t h e r  t h e  d e g r e e  o f  a e r a ­
t i o n  I n c u r r e d  i n  s h a k i n g  50 ml m e d iu m  i n  a  m i l k  d i l u t i o n  
b o t t l e  w as  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o c c u r r i n g  I n  a  m ed iu m  f r e e l y  
e x p o s e d  t o  t h e  a t m o s p h e r e  i n  l a y e r s  l e s s  t h a n  2  mm t h i c k .
I t  w o u l d  s e e n  more l i k e l y  t h a t  a g i t a t i o n  r a t h e r  t h a n  i n ­
c r e a s e d  a e r a t i o n ,  b e y o n d  a c e r t a i n  p o i n t ,  p l a y s  a n  I m p o r t a n t  
r o l e  I n  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h i s  ” l n s o l u b l e "  c o m p o u n d .  N a p h t h a ­
l e n e  s o l u b i l i t y  i n  a q u e o u s  s y s t e m s  w as  a p p r o x i m a t e l y  3 0  ^pg 
p e r  ml ( L a n g e ,  1 9 5 2 ) .  I n  t h e  b i o l o g i c a l  s y s t e m  u n d e r  s t u d y  
s o l u b l e  n a p h t h a l e n e  w a s  b e i n g  r e m o v e d  f r o m  t h e  m e d iu m  a t  a  
r a p i d  r a t e ,  a n d  u n l e s s  some m e a n s  o f  i n c r e a s i n g  t h e  r a t e  o f  
s o l u t i o n  ( I . e . ,  a g i t a t i o n )  o f  n a p h t h a l e n e  i s  e m p l o y e d ,  I t  i s  
e n t i r e l y  c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  s o l u b l e  n a p h t h a l e n e  








S a l i c y l a t e
4 0 0
3 0 0
S' 2 0 0
100
12 18 24 12 18  24
H o u r s  I n c u b a t i o n
F i g u r e  2 .  E f f e c t  o f  a e r a t i o n  on  s a l i c y l i c  a c i d  
f o r m a t i o n  a n d  pH.
C u rv e  1 ,  1 L f l a s k ,  s h a k e n ;  C u r v e  2 ,  
2 5 0  ml f l a s k ,  s h a k e n ;  C u r v e  3 ,  m i l k  
d i l u t i o n  b o t t l e ,  s h a k e n ;  C u r v e  4 ,  
m i l k  d i l u t i o n  b o t t l e ,  s t a t i c .
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TABLE 2
E f f e c t  o f  a e r a t i o n  o n  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n
_
R e a c t i o n  V e s s e l  
( 5 0  ml Med i u m )
x
M i l k  d 11 u t I o n  b o t t l e  
250  m l  f l a s k  
I 1 L f l a s k
S a l i c y l i c  A c i d
1 8  h r




1 0 1  h r  
( j i g / m l ) 
4 9 2  
5 2 7  
511
fA l l  v e s s e l s  s h a k e n  a t  1 2 0  r e c i p r o c a l  c y c l e s  p e r  m i n u t e .
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c o n d i t i o n s  s a l i c y l a t e  p r o b a b l y  w o u l d  n o t  a c c u m u l a t e ,  b u t  
w o u l d  b e  u t i l i z e d  a s  a  s e c o n d a r y  s u b s t r a t e  a s  r a p i d l y  a s  
i t  w a s  f o r m e d  f r o m  n a p h t h a l e n e .
The o p t im u m  pH f o r  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  was  pH 8 . 3 ,  
p l u s  o r  m i n u s  0 . 4 ,  o n  f i v e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  A t y p i ­
c a l  c u r v e  s h o w i n g  t h e  e f f e c t  o f  o r i g i n a l  m ed iu m  pH o n  s a l i ­
c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  i s  sh ew n  I n  f i g u r e  3 .  T h e s e  f i n d i n g s  
c o r r o b o r a t e d  t h e  d a t a  o f  S t r a w i n s k l  a n d  S t o n e  ( 1 9 5 4 )  who 
r e p o r t e d  t h a t  a  h i g h  i n i t i a l  pH f a v o r e d  I n c r e a s e d  s a l i c y l a t e  
y i e l d s •
S e v e r a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  
o f  m i n e r a l  s a l t s  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  s a l i c y ­
l a t e .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  i n  w h i c h  t h e  p r e c i p i t a t e  
( p r o b a b l y  i r o n  a n d  c a l c i u m  p h o s p h a t e s )  was  f i l t e r e d  f r o m  
m e d iu m  S p r i o r  t o  u s e  I n d i c a t e d  t h a t  t h e  f i l t e r e d  m ed iu m  
w o u l d  s u p p o r t  o n l y  s c a n t y  g r o w t h  and  n o  s a l i c y l a t e  f o r m a t i o n .
F o r  m o re  c o m p r e h e n s i v e  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  d e t e r ­
m in e  t h e  e f f e c t  o f  m i n e r a l  i o n  d e f i c i e n c i e s  a l l  m e d i a  w e r e  
p r e p a r e d  f r o m  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  sam e  a p p a r e n t  r e a c t i o n  
p a t t e r n  o c c u r r e d  i n  m edium  S p r e p a r e d  w i t h  t a p  o r  w i t h  d i s ­
t i l l e d  w a t e r .  T h e  e f f e c t  o f  I o n  d e f i c i e n c i e s  w as  t e s t e d  a f t e r  
3  s e r i a l  t r a n s f e r s  s o  a s  t o  e l i m i n a t e  t h e  r o l e  o f  r e s i d u a l  
i o n s .  D e l e t i o n  o f  c a l c i u m ,  i r o n ,  o r  m a g n e s i u m  r e s u l t e d  i n  
a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  s a l i c y l a t e  f o r m a t i o n  ( t a b l e  3 ) .  W i t h  
I r o n  o r  c a l c i u m  d e l e t i o n s  t h e  d e c r e a s e  I n  s a l i c y l a t e  c o n t e n t  
o f  t h e  m e d iu m  w a s  n o t  r e f l e c t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a  l o w e r e d  










O r i g i n a l  pH
F i g u r e  3 .  E f f e c t  o f  o r i g i n a l  medium pH o n  s a l i c y l i c  
a c i d  a c c u m u l a t i o n .
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TABLE 3
R o l e  o f  m e t a l l i c  I o n s  I n  s a l i c y l a t e  f o r m a t i o n
after 2 4 hours
D e f i c i e n c y T e r m i n a l  pH
,  .
S a l i c y l a t e
J ig /m l
None
00*to 6 2 9 . 5
Mg 4 . 6 3 4 3 . 2
Mn 4 . 0 6 1 1 . 0
Ca 3 . 9 8 8 . 0
P e 4 . 2 3 5 . 2
1 4 . 1 6 8 6 . 0
Cu
L ____ ______ _____ _
4 . 1 6 7 3 . 5
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o t h e r  t h a n  s a l i c y l a t e  w e r e  f o r m e d .  T h i s  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  
f o l l o w  f o r  m a g n e s iu m  d e f i c i e n t  m e d iu m .  I o d i n e  a n d  c o p p e r  
d e l e t i o n s  a p p e a r e d  to  b e  s l i g h t l y  f a v o r a b l e  f o r  s a l i c y l a t e  
a c c u m u l a t i o n .  I t  h a s  b e e n  n o t e d  t h a t  i n  t h e  c a s e s  o f  I r o n ,  
c a l c i u m  o r  m a g n e s iu m  d e l e t i o n s  t h e  p i g m e n t  w h i c h  n o r m a l l y  
was f o r m e d  i n  t h e  m ed ium  was  d e c r e a s e d  i n  am o u n t  s o  a s  t o  
e s s e n t i a l l y  p a r a l l e l  t h e  s a l i c y l a t e  c o n c e n t r a t i o n .
T h e s e  d a t a  r e f l e c t e d  a  t h i r d  p o s i t i o n  w i t h  r e f e r e n c e  t o  
t h e  i o n i c  r e q u i r e m e n t s  f o r  s a l i c y l a t e  f o r m a t i o n  b y  g r o w i n g  
c u l t u r e s .  S t r a w i n s k l  a n d  S t o n e  (1 9 5 4 )  r e p o r t e d  t h a t  d e l e -  
t i o n  o f  e i t h e r  c a l c i u m  o r  c o p p e r  c a u s e d  a  5 0  p e r  c e n t  r e ­
d u c t i o n  i n  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n .  On t h e  o t h e r  h a n d ,
M urphy  a n d  S t o n e  (1 9 5 5 )  r e p o r t e d  i r o n  and  m a g n e s iu m  n e c e s ­
s a r y  f o r  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n .  F u r t h e r  , i r o n  and m a g n e s ­
ium d e f i c i e n c i e s  c h a n g e d  th e  f e r m e n t a t i o n  p a t t e r n  f ro m  s a l i ­
c y l a t e  p r o d u c t i o n  t o  n a p h t h o q u i n o n e  p i g m e n t  f o r m a t i o n .  The 
r e q u i r e m e n t  f o r  I r o n ,  c a l c i u m  an d  m a g n e s i u m ,  n o t e d  in  t h e  
p r e s e n t  I n v e s t i g a t i o n ,  a p p e a r e d  t o  v e r i f y  t h e  r e s u l t s  o f  
b o t h  g r o u p s ,  a l t h o u g h  i n  t h e  o r g a n i s m  new u n d e r  q u e s t i o n  no  
c o p p e r  r e q u i r e m e n t  was d e t e c t e d .
U n d e r  t h e  o p t im u m  c o n d i t i o n s  n o t e d  a b o v e  g r o w t h  p r o c e e d e d  
e s s e n t i a l l y  l o g a r i t h m i c a l l y  a l m o s t  f r o m  t h e  t i m e  o f  i n o c u l a ­
t i o n .  H o w e v e r ,  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  an d  t b s  c o n c o m m i t a n t  
c h a n g e  I n  pH d i d  n o t  o c c u r  u n t i l  1 0  t o  1 5  h o u r s  a f t e r  i n o c u ­
l a t i o n  ( f i g u r e  4 ) .  S a l i c y l i c  a c i d  f o r m a t i o n ,  pH c h a n g e ,  a n d  
g r o w t h  t h e n  p u r s u e d  p a r a l l e l  r a t e s  u n t i l  t h e  pH l e v e l  r e a c h e d
































H o u r s  G r o w t h
F i g u r e  4 .  Sa l  i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  g r o w t h .
C u r v e  1 ,  s a l i c y l i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n ;  
C u r v e  2 ,  c e l l  n u m b ers*s ; C u r v e  3 ,  pH.
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o r g a n i s m  w as  n o  l o n g e r  c a p a b l e  o f  g r o w t h  o r  a c i d  p r o d u c t i o n .  
A c c o r d i n g l y ,  m e d i a  h a v i n g  g r e a t e r  b u f f e r i n g  c a p a c i t i e s  
(m e d iu m  S 2 )  w e r e  p r e p a r e d .  At 2 . 0  t o  2 . 5  p e r  c e n t  KgHPO^ 
g r e a t l y  i n c r e a s e d  s a l i c y l a t e  y i e l d s  w e r e  o b t a i n e d  ( f i g u r e  5 ) .  
T h i s  i s  i n  c o n t r a d i c t i o n  t o  t h e  d a t a  o f  S t r a w i n s k i  and  S t o n e  
( 1 9 5 4 )  who r e p o r t e d  t h a t  b u f f e r i n g  t h e  medium  b y  t h e  a d d i ­
t i o n  o f  CaCOg d i d  n o t  i n c r e a s e  s a l i c y l a t e  y i e l d s ,  a n d  t h a t  
i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  h a d  
d e l e t e r i o u s  e f f e c t s .
S u b s e q u e n t  d a t a ,  i n  m ed ium  c o n t a i n i n g  2 . 0  p e r  c e n t  d i ­
b a s i c  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e ,  i n d i c a t e d  t h a t  a t  4 5  h o u r s  s a l i c y l i c  
a c i d  a c c u m u l a t i o n  r e a c h e d  maximum ( f i g u r e  6 ) a n d  t h e n  r a p i d l y  
d i s a p p e a r e d .  At  45 h o u r s  9 . 3 4  mg o f  s a l i c y l i c  a c i d  p e r  ml 
m ed ium  h a d  a c c u m u l a t e d .  S t o i c h i o m e t r i c  c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a ­
l e n e  t o  s a l i c y l i c  a c i d  w o u l d  p r o d u c e  1 0 . 8  mg p e r  m l .
I t  was a p p a r e n t  t h a t  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  a d e q u a t e  a g i t a ­
t i o n ,  i n i t i a l  pH n e a r  8 ,  and  a w e l l - b u f f e r e d  m edium  c o n t a i n ­
i n g  i r o n ,  c a l c i u m  a n d  m a g n e s iu m  i o n s ,  a b o u t  9 0  p e r  c e n t  o f  
t h e  n a p h t h a l e n e  o r i g i n a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  g r o w t h  m ed ium  c o u l d  
b e  c o n v e r t e d  t o  s a l i c y l i c  a c i d .
P r e f e r e n t l a l  O x i d a t i o n  o f  N a p h t h a l e n e
As n o t e d ,  when P .  a e r u g i n o s a  S IB  w as  g r o w n  u n d e r  t h e  
o p t im u m  c o n d i t i o n s  s e t  f o r t h  i n  t h e  p r e c e d i n g  s e c t i o n  t h e r e  
w e r e  tw o  p h a s e s  o f  n a p > h t h a l e n e  m e t a b o l i s m .  T h e  f i r s t ,  o r  
a c c u m u l a t i v e  p h a s e ,  b e g a n  1 0  t o  15  h o u r s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  
a n d  t e i m l n a t e d  35 t o  40 h o u r s  l a t e r .  D u r i n g  t h i s  t i m e  n a p h ­
t h a l e n e  was  c o n v e r t e d  a l m o s t  s t o i c h i o m e t r i c a l l y  t o  s a l i c y l i c
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F i g u r e  5® E f f e c t  o f  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  on 
s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  a n d  pH c h a n g e  
a f t e r  4 8  h o u r  g r o w t h .
C u r v e  1 ,  s a l i c y l i c  a c i d ;  C u r v e  2 ,  





a c i d .  The r a t e  o f  c o n v e r s i o n  w as  l i n e a r  d u r i n g  t h e  p e r i o d  
21 t o  45 h o u r s  a f t e r  I n o c u l a t i o n  ( f i g u r e  6 ) .  The s e c o n d  
p h a s e ,  o f  s h o r t e r  d u r a t i o n ,  I s  t h e  p e r i o d  o f  s a l i c y l a t e  o x i -
R e s t l n g  c e l l s ,  h a r v e s t e d  d u r i n g  t h e  s a l i c y l a t e  a c c u m u ­
l a t i v e  p h a s e  ( 2 4  h o u r s )  w e r e  c a p a b l e  o f  c o n v e r t i n g  n a p t h a -
c e l l  p r o t e i n  p e r  h o u r )  i f  i n c u b a t e d  w i t h  one  p e r  c e n t  n a p h ­
t h a l e n e  u n d e r  c o n d i t i o n s  s i m u l a t i n g  t h o s e  o f  g r o w t h .
H o w e v e r ,  i n  a p p a r e n t  c o n t r a d i c t i o n  t o  t h e  a b o v e  d a t a ,  
p r e l i m i n a r y  m a n o m e t r i c  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  r e s t i n g  
c e l l s  h a r v e s t e d  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  
(2 4  h o u r s ) ,  a s  w e l l  a s  t h o s e  p r e p a r e d  f r o m  c u l t u r e s  a c t i v e l y  
d e g r a d i n g  s a l i c y l a t e  (52 h o u r s ) ,  w e re  c a p a b l e  o f  v i g o r o u s  
d e g r a d a t i o n  o f  b o t h  n a p h t h a l e n e  a n d  s a l i c y l i c  a c i d  ( t a b l e  4 ) .
S i n c e  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d  was 65  
t o  8 0  p e r  c e n t  o f  t h a t  o f  n a p h t h a l e n e ,  b a s e d  on Qq^ v a l u e s ,
i t  d i d  n o t  s e e m  p r o b a b l e  t h a t  t h e  g r o s s  a c c u m u l a t i o n  o f  
s a l i c y l a t e  was a  f a c t o r  o f  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e s  o f
n o t  r e f l e c t  t h e  t r u e  d i f f e r e n c e s  i n  r a t e s  o f  d e g r a d a t i o n  i n ­
a s m u c h  a s  o n l y  7 m o l e c u l e s  o f  o x y g e n  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  th e  
c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  one  m o l e c u l e  o f  s a l i c y l a t e  t o  c a r b o n  
d i o x i d e  a n d  w a t e r ,  w h i l e  1 2  m o l e c u l e s  o f  o x y g e n  w e r e  n e c e s s a r y  
t o  b r i n g  n a p h t h a l e n e  t o  t h e  s a m e  s t a t e  o f  o x i d a t i o n .  D i r e c t  
c h e m i c a l  e s t i m a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d  m e t a b o l i s m  b y  r e s t i n g  
c e l l s  I n d i c a t e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  s a l i c y l i c  a c i d  d e g r a d a t i o n
d a t i o n
l e n e  t o  s a l i c y l i c  a c i d  a t  r a p i d  r a t e s


















H o u r s  G r o w t h
/
/
F i g u r e  6 e S a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  d u r i n g  g r o w t h  I n  
m ed ium  S2 c o n t a i n i n g  2 p e r  c e n t  K2 HPO4 .
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TABLE 4
O x i d a t i o n  b y  s a l l c y l a t e  a c c u m u l a t i v e  
a n d  d e g r a d a t l v e  c e l l s
S u b s t r a t e
C u l t u r e  a g e  ( h o u r s )  1 
2 4  |  52
2
None 1 2 1 2
N a p h t h a l e n e 3 4 0 362
Sal  i c y l a t  e 272 1 9 9
E a c h  W a r b u r g  f l a s k  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  
1 . 5  m l ;  0 . 1  M s o d i u m  s a l i c y l a t e ,  0 . 2  m l ,  o r  n a p h t h a l e n e ,  2 . 6  
mg; c e l l  s u s p e n s i o n ,  9 . 2  ( 2 4  h o u r s )  o r  6 . 9  (5 2  h o u r s )  mg p r o ­
t e i n  p e r  m l , 0 . 3  m l ;  2 0  p e r  c e n t  KOH, 0 . 2  ml i n  c e n t e r  w e l l ;  
and H2 O t o  t o t a l  v o l u m e  3 . 2  m l .
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w a s  a s  g r e a t  a s ,  o r  f r e q u e n t l y  g r e a t e r  t h a n ,  t h e  r a t e  o f  
s a l i c y l i c  a c i d  a c c u m u l a t i o n .  As m u c h  a s  6 5 8 y u g  o f  s a l i c y l i c  
a c i d  h a v e  b e e n  d i o w n  t o  b e  o x i d i z e d  p e r  mg c e l l  p r o t e i n  p e r  
h o u r .
The  f o l l o w i n g  w a3 i n  f u r t h e r  o p p o s i t i o n  t o  t h i s  p h e n o m o -  
n o n  b e i n g  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  r a t e s  o f  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a ­
l e n e  a n d  s a l i c y l a t e .  I n  a  t y p i c a l  e x p e r i m e n t ,  u t i l i z i n g  r e s t ­
i n g  c e l l s ,  s a l i c y l a t e  a c c u m u l a t e d  l i n e a r l y  f r o m  1 p e r  c e n t  
n a p h t h a l e n e  sfc t h e  r a t e  o f  1 6 . 5  j i M o l e s  p e r  h o u r .  I n  a  co m ­
p a n i o n  r e a c t i o n  2 6 . 4  ^ i M o l e s  o f  s a l i c y l i c  a c i d  w e r e  o x i d i z e d  
p e r  h o u r .  I f  t h e  s a l i c y l a t e  w h i c h  a c c u m u l a t e d  w e r e  s i m p l y  
t h a t  s y n t h e s i z e d  i n  e x c e s s  o f  t h a t  w h i c h  c o u l d  b e  c a t a b o l l s e d ,  
4 2 . 9  j i  M o l e s  o f  n a p h t h a l e n e  m u s t  h a v e  b e e n  d e g r a d e d  p e r  h o u r ,  
o n l y  3 8 . 5  p e r  c e n t  o f  w h i c h  a c c u m u l a t e d  a s  s a l i c y l i c  a c i d .  I t  
p r e v i o u s l y  h a d  b e e n  s h o w n ,  h o w e v e r ,  t h a t  d u r i n g  g r o w t h  a b o u t  
9 0  p e r  c e n t  o f  t h e  n a p h t h a l e n e  o r i g i n a l l y  i n  t h e  g r o w t h  m e d iu m  
c o u l d  b e  a c c o u n t e d  f o r  a s  s a l i c y l i c  a c i d .
T h e  s a l i c y l a t e  o x i d a t i v e  s y s t e m  w a s  n o t  a c o n s t i t u t i v e  
s y s t e m  w h i c h  f o r  some r e a s o n  was  I n o p e r a t i v e  d u r i n g  g r o w t h .
P .  a e r u g i n o s a  S I B ,  w h e n  h a r v e s t e d  f r o m  m e d iu m  TEG o r  S2G,  
m e t a b o l i s e d  n a p h t h a l e n e  s l o w l y ,  a n d  f a i l e d  t o  o x i d i z e  s a l i c y l i c  
a c i d .  C o n t r a r i w i s e ,  b o t h  n a p h t h a l e n e  a n d  s a l i c y l a t e  w e r e  
r a p i d l y  d e g r a d e d  b y  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  ( t a b l e  5 ) .  F u r ­
t h e r ,  c e l l s  g r o w n  w l t i i  s a l i c y l a t e  a l s o  v i g o r o u s l y  a t t a c k e d  
b o t h  n a p h t h a l e n e  a n d  s a l i c y l i c  a c i d .
C a l c i u m ,  m a g n e s i u m  a n d  f e r r o u s  i o n s ,  n e c e s s a r y  f o r  o p t i ­
mum s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n  i n  g r o w i n g  c u l t u r e s ,  w e r e  I n a c t i v e
TABLE 5
In d u cem en t  o f  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  by  n a p h t h a l e n e
G r o w t h  m ed iu m
S u b s t r a t e YEG S2S2G
1 9 1 5 12N one
5 7 7 4N a p h t h a l e n e 3 4 0
S a l  i c y l a t e 21 2 7 2
E a c h  W a r b u r g  f l a s k  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  p h o s ­
p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  1 . 5  m l ;  0 . 1  M s o d i u m  s a l i c y ­
l a t e ,  0 . 2  m l ,  o r  n a p h t h a l e n e ,  5 mg;  c e l l  s u s p e n s i o n ,  
4 . 1  mg p r o t e i n  p e r  ml ( S 2 G ) ,  o r  1 3 . 8  mg p r o t e i n  p e r  
ml (Y E G ) ,  o r  9 . 2  mg p r o t e i n  p e r  ml ( S 2 ) ,  0 . 3  m l ;  2 0  
p e r  c e n t  KOH I n  c e n t e r  w e l l ,  0 . 2  m l ;  a n d  HgO t o  
t o t a l  vdLum e 3 . 2  m l .
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I n  m o d i f y i n g  t h e  r a t e  c f  o x i d a t i o n  o f  e i t h e r  n a p h t h a l e n e  o r  
s a l i c y l  a t  e .
D u r i n g  g r o w t h  t h e  pH v a r i e d  f r o m  8  t o  5 . 5 ,  t h e  m o r e  
a c i d  c o r d  i t  i o n  a p p e a r i n g  a t  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c c u m u l a ­
t i v e  p h a s e .  H o w e v e r ,  r e s t i n g  c e l l s  m e t a b o l i s e d  e i t h e r  
s u b s t r a t e  a t  e s s e n t i a l l y  i d e n t i c a l  r a t e s  o v e r  t h e  pH r a n g e  
e n c o u n t e r e d  d u r i n g  g r o w t h .  R e s p i r a t o r y  a c t i v i t y  w i t h  e i t h e r  
s u b s t r a t e  v a r i e d  l e s s  t h a n  1 0  p e r  c e n t  f r o m  t h e  m e d i a n  o v e r  
t h e  pH r a n g e  t e s t e d .  T h e s e  d a t a  t e n d  t o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i ­
b i l i t y  t h a t  t h e  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i v e  s y s t e m  w a s  m o re  a c t i v e  
i n  n e u t r a l  t o  s l i g h t l y  a l k a l i n e  s o l u t i o n s ,  w h e r e a s  m o r e  a c i d  
s o l u t i o n s  s t i m u l a t e d  t h e  s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i v e  s y s t e m .
$ h e n  o n l y  l O ^ i M o l e s  o f  n a p h t h a l e n e  w e r e  a d d e d  p e r  5 
m l  r e a c t i o n  f l u i d ,  i t  w as  n o t e d  e a r l y  I n  t h e  e x p e r i m e n t  t h a t  
t h e  r e s p i r a t o r y  q u o t i e n t  was  l o w e r  t h a n  t h e o r e t i c a l  f o r  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  s a l i c y l a t e  ( 0 . 4  v e r s u s  0 . 6 ) .
As t h e  r e a c t i o n  p r o g r e s s e d  t h e  RQ, a p p r o a c h e d  t h a t  o f  c o m p l e t e  
s a l i c y l i c  a c i d  o x i d a t i o n .  S a l i c y l a t e  a p p e a r e d  o n l y  t r a n s i e n t ­
l y  I n  t h e  e a r l y  s t a g e s ;  a f t e r  3 0  m i n u t e s  450 jxg w e r e  p r e s e n t .  
T h i s  c o n c e n t r a t i o n  p r o g r e s s i v e l y  d e c r e a s e d  u n t i l  a f t e r  1 5 0  
m i n u t e s  n o  s a l i c y l a t e  w a s  d e t e c t a b l e .
T h e s e  d a t a  s u g g e s t e d  t h a t  p e i h a p s  n a p h t h a l e n e ,  w hen  p r e ­
s e n t  I n  s u i t a b l e  a m o u n t s ,  i n t e r f e r e d  w i t h  s a l i c y l a t e  d e g r a ­
d a t i o n .  As n a p h t h a l e n e  w a s  d e p l e t e d  b e l o w  t h e  l e v e l  n e c e s ­
s a r y  t o  i n t e r f e r e ,  s a l i c y l i c  a c i d  c a t a b o l i s m  m i g h t  o c c u r .  
S a l i c y l i c  a c i d  d e g r a d a t i o n  w as  q u a n t i t a t i v e l y  f o l l o w e d  I n  
t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i e d  a m o u n t s  o f  n a p h t h a l e n e ,  e m p l o y i n g
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r e s t i n g  c e l l s  u n d e r  e s s e n t i a l l y  g r o w t h  c o n d i t i o n s .  I t  w as  
a p p a r e n t  th  a t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  a p p r o a c h i n g  t h o s e  o f  t h e  
g r o w t h  m e d iu m  ( 5 0  t o  1 0 0  mg n a p h t h a l e n e  p e r  1 0  m l )  t h e  r e  was 
a  n e t  s y n t h e s i s  o f  s a l i c y l i c  a c i d  f r o m  n a p h t h a l e n e  e v e n  
t h o u g h  s a l i c y l a t e  w as  i n i t i a l l y  p r e s e n t  i n  l a r g e  a m o u n t s  
( f i g u r e  7 ) .  F u r t h e r ,  t h e  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  s a l i c y l i c  
a c i d  f r o m  1 0 0  mg n a p h t h a l e n e  w a s  t h e  s a m e  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  
a b s e n c e  o f  s a l i c y l a t e  ( f i g u r e  8 ) .  The a m o u n t  o f  s a l i c y l i c  
a c i d  f  o m ied  f r o m  n a p h t h a l e n e  I n  the  p r e s e n c e  o f  s a l i c y l a t e  
a f t e r  6 h o u r s  v/as e s s e n t i a l l y  t h e  sam e a s  t h a t  f o r m e d  f r o m  
n a p h t h a l e n e  a l o n e .
A p p a r e n t l y  n a p h t h a l e n e  d i d  i n t e r f e r e  i n  some w a y  w i t h  
d e g r a d a t i o n  o f  i t s  o x i d a t i v e  i n t e r m e d i a t  e e v e n  t h o u g h  t h e  
s a l i c y l a t e  o x i d a t i v e  s y s t e m  I s  I n d u c e d  b y  g r o w t h  w i t h  n a p h ­
t h a l e n e .  I n t e r f e r e n c e  w i t h  t h i s  d e g r a d a t i o n  r e q u i r e d  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  f a r  i n  e x c e s s  o f  t h e  a m o u n t  
n e c e s s a r y  t o  s a t u r a t e  t h e  a q u e o u s  m ed ium  i n  w h i c h  t h e  b i o ­
l o g i c a l  r e a c t i o n  i s  b e i n g  c a r r i e d  o u t .  A t  n o  t i m e  i s  n a p h ­
t h a l e n e  p r e s e n t  i n  s o l u t i o n  i n  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t e r  t h a n  
0 . 2 5 y i M o l e s  p e r  m l .  The  e x c e s s  n a p h t h a l e n e  I s  p r o b a b l y  
n e c e s s a r y  t o  I n s u r e  c o m p l e t e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  a q u e o u s  
s y s t e m  a t  a l l  t i m e s  i n  t h e  f a c e  o f  c o n s t a n t  r e m o v a l  o f  
n a p h t h a l e n e  b y  b i o l o g i c a l  o x i d a t i o n .  T h i s  h a s  b e e n  d i s ­
c u s s e d  p r e v i o u s l y .
A l t h o u g h  n a p h t h a l e n e ,  a t  g r o w t h  s u b s t r a t e  l e v e l s ,  a p ­
p e a r e d  t o  c h e c k  s a l i c y l i c  a c i d  d i s s i m i l a t i o n ,  i t  w a s  a p p a r e n t  
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F i g u r e  7 .  E f f e c t  o f  n a p h t h a l e n e  c o n c e n t r a t i o n  on 
s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i o n *
E a c h  b o t t l e  c o n t a i n e d  0 , 0 5  M p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  5 . 0  m l ;  3 . 5  
p e r  c e n t  s o d i u m  s a l i c y l a t e ,  1 . 0  m l ;  
c e l l  s u s p e n s i o n ,  8 . 4  mg p r o t e i n  p e r  m l ,
1 . 0  m l ;  n a p h t h a l e n e  a s  i n d i c a t e d ,  and 
HgO t o  t o t a l  v o l u m e  1 0 . 0  m l .
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H o u r s
F i g u r e  8 . F o i m a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d  f r o m  n a p h t h a ­
l e n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s a l i c y l a t e .
C u r v e  1 , s a l i c y l a t e  a l o n e ;  C u r v e  2 , n a p h ­
t h a l e n e  a l o n e ;  C u r v e  3 ,  n a p h t h a l e n e  p l u s  
s a l  i c y l a t e .
E a c h  b o t t l e  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  5 . 0  m l ;  c e l l  
s u s p e n s i o n ,  1 1 . 4  mg p r o t e i n  p e r  m l ,  1 . 0  
m l ;  0 . 0 5  Ivl s o d i u m  s a l i c y l a t e ,  2 . 0  m l ;  
a n d / o r  n a p h t h a l e n e ,  1 0 0  m g;  a n d  H O t o  
t o t a l  v o l u m e  1 0 . 0  m l .  ^
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m a t e r i a l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  to  s e r v e  a s  I n d u c e r s  t o  e n z y ­
m a t i c  a d a p t a t i o n  (M o n o d ,  e t  a l . ,  1 9 5 1 ) .  I n d u c e d  e n z y m e  f o r ­
m a t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  p r e ­
c l u d e d  e x e r c i s e  o f  t h e  e n z y m a t i c  f u n c t i o n  ( B e l l a m y  a n d  G un-  
s a l u s ,  1 9 4 5 ;  S p l e g e l m a n , e_t a l _ . , 1 9 4 7 ) .  H o w e v e r ,  i t  s e e m e d  
i l l o g i c a l  t o  p r e s u m e  t h a t  t h e  e n t i r e  s a l i c y l a t e  o x i d a t i v e  
s y s t e m  w o u l d  b e  f o r m e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s u i t a b l e  I n d u c e r s ,  
i . e . ,  I n t e r m e d i a t e s  I n  s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i o n .
So f a r  a s  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d ,  t h e r e  was n o  r e p o r t  I n  
t h e  l i t e r a t u r e  d e a l i n g  w i t h  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a n  i n t e r m e d ­
i a t e  i n  t h e  o x i d a t i v e  b r e a k d o w n  o f  a  s u b s t r a t e  due t o  t h e  
i n t e r f e r e n c e  o f  t h e  o r i g i n a l  s u b s t r a t e  w i t h  t h e  m e t a b o l i s m  o f  
i t s  i n t e r m e d i a t e .  F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  i n t e r ­
f e r e n c e  w as  e x a m i n e d  f u r t h e r .
Was n a p h t h a l e n e ,  p e r  s e ,  s p e c i f i c a l l y  I n h i b i t o r y  t o  
s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i o n ?  Or w as  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  n e c e s ­
s a r y  f o r  t h i s  i n t e r f e r e n c e  t o  o c c u r ?  T h e s e  q u e s t i o n s  c o u l d  
h a v e  b e e n  a n s w e r e d  b y  u s e  o f  c e l l s  i n d u c e d  t o  a t t a c k  
s a l i c y l a t e  b u t  n o t  n a p h t h a l e n e .  A t t e m p t s  t o  o b t a i n  s u c h  
c e l l s  w e r e  n o t  s u c c e s s f u l .  _P. a e r u g i n o s a  S I B ,  whe n g i’ own 
w i t h  s a l i c y l i c  a c i d ,  a t t a c k e d  n a p h t h a l e n e  m o r e  v i g o r o u s l y  
t h a n  t h e y  d i d  t h e  a r o m a t i c  a c i d .  Y e a s t  e x t r a c t - g l u c o s e  
g r o w n  c e l l s ,  w h i c h  o x i d i z e d  n a p h t h a l e n e  v e r y  s l c w l y  i n  com­
p a r i s o n  t o  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s ,  d i d  n o t  a d a p t  t o  s a l i c y ­
l a t e  o x i d a t i o n  I n  p e r i o d s  o f  e x p o s u r e  u p  t o  f o u r  h o u r s .  S u c h  
c e l l s  w e r e  s t i l l  m e t a b o l i c a l l y  a c t i v e  a f t e r  t h e  p e r i o d  o f  
a t t e m p t e d  i n d u c t i o n  i n  t h a t  t h e y  s t i l l  r a p i d l y  m e t a b o l i s e d  
g l u c o s e .
56
I f  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  c a n  b e  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  
b y  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  n o t  d e t r i m e n t a l  t o  s a l i c y l a t e  d e g r a d a ­
t i o n ,  t h e s e  i n h i b i t o r y  c o m p o u n d s  c o u l d  b e  u t i l i z e d  t o  s t u d y  
t h e  e f f e c t  o f  n a p h t h a l e n e  o n  t h e  s a l i c y l a t e  o x i d a t i v e  s y s t e m  
i n  t h e  a b s e n c e  o f  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m .  A c c o r d i n g l y ,  t h r e e  
s u b s t i t u t e d  n a p h t h a l e n e  m a t e r i a l s ,  2 - n a p h t h y l a m i n e ,  1 - c h l o r o -  
n a p h t h a l e n e ,  a n d  S u d a n  I I I ,  w e r e  u t i l i z e d  i n  a t t e m p t s  t o  i n ­
h i b i t  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n  b y  n a p h t h a l e n e  grown r e s t i n g  
c e l l  s u s p e n s i o n s .  N a p h t h y l a m i n e  was e x t r e m e l y  t o x i c .  Even  
t h e  e n d o g e n o u s  r e s p i r a t i o n  w a s  c o m p l e t e l y  s u p p r e s s e d .  The 
o t h e r  two oora p o u n d s  w e r e  t h e m s e l v e s  m e t a b o l i s e d  a t  r a p i d  r a t e s .  
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  t h e  d y e ,  S udan  I I I ,  o r i g i n a l l y  
r e d ,  w a s  b l u e  a t  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n .  C h r i s t m a n  
a n d  T r u b e y  ( 1 9 5 2 ) ,  i n  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s e s  o f  t i i e  S u d a n  
s e r i e s  o f  d y e s ,  h a v e  n o t  f o u n d  a  b l u e  c o m p o n e n t  i n  c o m m e r c i a l  
S u d a n  I I I .
I n a s m u c h  ais a t t e m p t s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  m  p h t h a -  
l e n e  m e t a b o l i s m  i n  s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i o n  d i r e c t l y  w e r e  
f r u i t l e s s ,  a t t e n t i o n  was  t u r n e d  t o  o t h e r  s u b s t r a t e s .  I f  
n a p h t h a l a n e  w a s  s p e c i f i c a l l y  a n t a g o n i s t i c  t o  t h e  a c t i o n  o f  
t h e  s a l i c y l a t e  d e g r a d a t i v e  s y s t e m  t h e n  I t s  p r e s e n c e  s h o u l d  n o t  
m o d i f y  t h e  m e t a b o l i s m  o f  o t h e r  s u b s t r a t e s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  
i f  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  s a t u r a t e d  c e r t a i n  k ey  e n z y m a t i c  
s i t e s  t o  t h e  e x c l u s i o n  o f  o t h e r  m e t a b o l i t e s ,  t h e n  n a p h t h a l e n e  
o x i d a t i o n  ^ i o u l d  a l s o  I n t e r f e r e  w i t h  t h e  m e t a b o l i s m  o f  o t h e r  
s u b s t r a t e s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  f a i l u r e  o f  t h e  c i t r i c  a c i d  c y c l e  
t o  o p e r a t e  d u r i n g  p h o t o s y n t h e s i s  was  e x p l a i n e d  a s  b e i n g  d u e  t o
57
s h i f t i n g  o f  e q u i l i b r i u m  o f  d -1  i p o i c  a c i d ,  f r o m  t h e  d i s u l f i d e  
t o  t h e  d i t h i o l  f o r m  d u r i n g  t h e  " l i g h t  r e a c t i o n . "  T h e  d i s u l ­
f i d e  f o r m  w as  n e c e s s a r y  f o r  p y r u v a t e  o x i d a t i o n  ( C a l v i n ,  1 9 5 5 ) .
N a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  r e t a i n e d  a n  a c t i v e  g l u c o s e  o x i ­
d a t i v e  s y s t e m ,  a l t h o u g h  t h i s  l a t t e r  s y s t e m  i s  n o t  n e a r l y  s o  
a c t i v e  a s  t h e  n a p h t h a l e n e  s y s t e m .  F u r t h e r ,  c e l l s  f r o m  m ed iu m  
YEG w e r e  c a p a b l e  o f  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n ,  a l b e i t  a t  g r e a t l y  
d i m i n i s h e d  r a t e s .  When c e l l s  h a r v e s t e d  f r o m  m ed ium  YEG w e r e  
a l l o w e d  t o  m e t a b o l i s e  g l u c o s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x c e s s  n a p h ­
t h a l e n e  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  t h e  t w o  s u b s t r a t e s  w as '  e s s e n ­
t i a l l y  e q u i v a l e n t  t o  t h e  sum o f  t h e  tv/o s u b s t r a t e s  m e t a b o l i s e d  
s e p a r a t e l y  ( t a b l e  6 ) .  T h e r e f o r e ,  n a p h t h a l e n e ,  p e r  s e ,  w a s  n o t  
a n t a g o n i s t i c  t o  g l u c o s e  o x i d a t i o n ,  n o r  w a s  n a p h t h a l e n e  m e t a b ­
o l i s m  a t  s l o w  r a t e s .  H o w e v e r ,  w i t h  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  
t h e  r a t e  o f  d e g r a d a t i o n  o f  g L u c o s e  w as  d e c r e a s e d  d r a m a t i c a l l y  
i n  t b s  p r e s e n c e  o f  n a p h t h a l e n e ,  w h i l e  t h e  r a t e  o f  f o r m a t i o n  
o f  s a l i c y l i c  a c id ,  f r o m  n a p h t h a l e n e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  
was  o n l y  s l i g h t l y  r e d u c e d  ( f i g u r e  9 ) .  I t  b e c a m e  a p p a r e n t ,  
t h e n ,  t h a t  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m ,  w h e n  p r o c e e d i n g  a t  a  r a p i d  
r a t e ,  i n  some w a y  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  m e t a b o l i s m  o f  g L u c o s e ,  
a l t h o u g h  n a p h t h a l e n e ,  p e r  s e ,  was w i t h o u t  e f f e c t  on g L u c o s e  
d i s s i m i l a t i o n .
I n  v i e w  o f  t h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  I n t e r ­
f e r e n c e ,  b y  n a p h t h a l e n e ,  w i t h  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  g L u c o s e  a n d  
s a l i c y l i c  a c i d ,  i t  s e e m e d  l o g i c a l  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  
o f  I n t e r f e r e n c e  was t h e  s a m e .  I n  v i e w  o f  t h e  l a c k  o f  f u r t h e r  
e v i d e n c e ,  p o s t u l a t i o n  a s  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  I n t e r f e r e n c e
TABLE 6
G l u c o s e  a n d  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  b y  YEG c e l l s
S u b s t  r a t e
None 1 4
G l u c o s e 61
N a p h t h a l e n e 75
G l u c o s e  p l u s  
n a p h t h a l e n e 1 1 4
E a c h  f l a s k  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 6 , 5 ,  1 , 5  m l ;  c e l l  s u s p e n s i o n ,  1 7 . 2  
mg c e l l  p r o t e i n  p e r  m l ,  0 . 3  m l ;  0 . 0 5  M g l u c o s e ,  
0 . 2  ml a n d / o r  n a p h t h a l e n e ,  3 0  mg; 2 0  p e r  c e n t  
KOH i n  c e n t e r  w e l l ,  0 . 2  m l ;  a n d  HgO t o  t o t a l  























F i g u r e  9 .  R e c i p r o c a l  e f f e c t s  o f  n a p h t h a l e n e  a n d
g l u c o s e  o n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  o t h e r .
C u r v e  1 ,  g l u c o s e  o x i d a t i o n ,  g l u c o s e  a l o n e ;  
C u r v e  2 ,  g l u c o s e  o x i d a t i o n ,  g l u c o s e  p l u s  
n a p h t h a l e n e ;  C u r v e  3 ,  s a l i c y l a t e  f o r m a ­
t i o n ,  n a p h t h a l e n e  a l o n e ;  C u r v e  4 ,  s a l i c y l a t e  
f o r m a t i o n ,  n a p h t h a l e n e ■p l u s  g l u c o s e .
E a c h  b o t t l e  c o n t a i n e d  0 . 1  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  ,
s u s p e n s i o n ,  1 1 . 4  mg p r o t e i n  p e r  m l ,  
m l ;  0 . 0 5  M g l u c o s e ,  0 . 4  m l ,  a n d / o r  
n a p h t h a l e n e ,  1 0 0  mg, a n d  Hp 0 t o  t o t a l  
v o l u m e  1 0 . 0 m l .
M p o t a s s i u m  
5 . 0  m l ; c e l l  
1 . 0
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w as  I n a p p r o p r i a t e *  U n t i l  t h i s  p h e n o m en o n  h a s  b e e n  f u r t h e r  
e x a m i n e d ,  i t  c o u l d  o n l y  b e  s t a t e d  t h a t  n a p h t h a l e n e  a p p e a r e d  
t o  b e  p r e f e r e n t i a l l y  o x i d i s e d  b y  n a p h t h a l e n e  g ro w n  c e l l s .
D e t e c t i o n  o f  1 , 2 - d l h y d r o n a p h . t h a l e n e - l , 2 - d l o l  i n  c u l t u r e s
As p r e v i o u s l y  n o t e d ,  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d l o l  
h a s  b e e n  shown t o  b e  one o f  t h e  p r i m a r y  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  
o f  n a p h t h a l e n e  I n  a n i m a l s .  I n  a d d i t i o n ,  a  p r o d u c t  w h i c h  
a p p e a r e d  t o  be  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  d i h y d r o d i o l  I n  m o s t  r e ­
s p e c t s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a c c u m u l a t e  i n  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  
g r o w n  I n  T a u s s o n ’ s  m ed iu m .  H o w e v e r ,  t h i s  p r o d u c t  c o u l d  n o t  
be  d e t e c t e d  d u r i n g  g r o w t h  i n  m e d i a  o t h e r  t h a n  t h a t  o f  T a u s s o n .
P .  a e r u g i n o s a  S IB  g r e w  v e r y  p o o r l y  i n  T a u s s o n ’ s medium 
e i t h e r  i n  s t a t i c  o r  s h a k e n  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  a f t e r  48 h o u r  
i n c u b a t i o n  i n  s t a t i c  c o n d i t i o n s  d u p l i c a t e  s a m p l e s  g a v e  a  
p o s i t i v e  t e s t  f o r  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d l o l . A f t e r  72  
h o u r s ,  h o w e v e r ,  t h e  com pound  was  no l o n g e r  d e t e c t a b l e .  The 
d i h y d r o d i o l  was  n e v e r  d e t e c t e d  i n  T a u s s o n ’ s medium i n c u b a t e d  
u n d e r  s h a k e n  c o n d i t i o n s .
A t t e m p t s  t o  d e t e c t  t h e  d i h y d r o d i o l  a t  v a r i o u s  s t a g e s  
o f  .g ro w th  o f  P .  a e r u g i n o s a  S IB  I n  e i t h e r  medium  S o r  S2 
w e r e  f r u i t l e s s .  L i k e w i s e ,  r e s t i n g  c e l l s  d i d  n o t  a c c u m u l a t e  
d e t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  t h e  co m p o u n d  d u r i n g  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n .
The e s s e n t i a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  T a u s s o n ' s  m edium  and 
t h e  m e d i a  u s e d  r o u t i n e l y  I n  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  
w a s  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  n i t r a t e  f o r  ammonium I o n s  a s  n i t r o g e n  
s o u r c e .  H o w e v e r ,  g r o w t h  i n  medium S p r e p a r e d  w i t h  KNOg
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r a t h e r  t h a n  NH^Cl did. n o t  l e a d  t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  d e -  
t e c t a b l e  a m o u n t s  o f  t i e  d i h y d r o d i o l  u n d e r  e i t h e r  s t a t i c  o r  
s h a k e n  c o n d i t i o n s  .
I t  i s  d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  1 , 2 -  
d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  i n  o n l y  one m edium ,  and  t h a t  one 
n o t  p a r t i c u l a r l y  s u i t e d  f o r  t h e  g r o w t h  o f  t h e  o r g a n i s m *  I t  
s ee m e d  p o s s i b l e  t h a t  u n d e r  op t im um  c o n d i t i o n s  t h e  d i h y d r o ­
d i o l  i s  m e t a b o l i s e d  more r a p i d l y  and w o u ld  no t  be  d e t e c t a b l e .  
U n d e r  c o n d i t i o n s  l e s s  s u i t e d  f o r  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  1 , 2 -  
d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l  w o u l d  n o t  b e  s o  r a p i d l y  m e t a b o ­
l i s e d ,  a n d  t h u s  m i g h t  a c c u m u l a t e .
F o r m a t i o n  o f  a n  u n i d e n t i f i e d  c a r b o n y l  co m p o u n d  d u r i n g  
n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m
A f t e r  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  b y  r e s t i n g  c e l l s  a  com­
p o u n d  w h i c h  r e a c t s  w i t h  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  was d e ­
t e c t e d  I n  t h e  r e a c t i o n  m e d iu m .  The r a t e  o f  f o r m a t i o n  of  t h e  
compound a p p e a r e d  t o  p a r a l l e l  t h a t  o f  s a l i c y l i c  a c i d .  I n  
r e a c t i o n s  I n  w h i c h  s a l i c y l a t e  a p p e a r e d  o n l y  t r a n s i e n t l y  t h e  
c a r b o n y l  com pound  h a d  a s i m i l a r  f a t e .  I n a s m u c h  a s  t h i s  com­
p o u n d  was  n e v e r  I d e n t i f i e d  t h e  am o u n t  o f  m a t e r i a l  f o r m e d  I s  
n o t  know n .  R a t e s  o f  f o r m a t i o n  w ere  f o l l o w e d  s i m p l y  a s  c h a n g e  
I n  c h r o m o g e n e s i s  o n  r e a c t i o n  w i t h  2 , 4 - d i n  i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  
a c c o r d i n g  t o  t h e  m o d i f i e d  m e t h o d  o f  F r i e d e m a n n  a n d  H au g en  
( 1 9 4 3 ) .
The f o l l o w i n g  p r o t o c o l  was u t i l i z e d  i n  an  e f f o r t  t o  
c h a r a c t e r i z e  a n d  i d e n t i f y  t h e  com pound  i n  q u e s t i o n .  T h i r t y -
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f i v e  ml o f  r e s t i n g  c e l l - n a p h t h a l e n e  r e a c t i o n  l i q u o r  w e r e  
c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 1 0 . 0 .  The 
l i q u o r  w a s  t h e n  s h a k e n  f o r  1 0  m i n u t e s  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  
o f  d i e t h y l  e t h e r  a n d  t h e  l a y e r s  s e p a r a t e d .  T h e  i n t e n s i t y  
o f  c o l o r  f o r m e d  f r o m  an  a l i q u o t  o f  t h e  a q u e o u s  l a y e r  w as  
I d e n t i c a l  t o  t h a t  f o i m e d  i n  t h e  o r i g i n a l  l i q u o r .  The p r o ­
c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  a t  pH 1 . 3 .  T h e  com pound  a g a i n  r e m a i n e d  
i n  t h e  a q u e o u s  l a y e r .  The m i x t u r e  was  t h e n  a d j u s t e d  t o  pH 
7 . 5  a n d  s t e a m  d i s t i l l e d  f o r  1 5  m i n u t e s ,  7 8  ml d i s t i l l a t e  b e i n g  
c o l l e c t e d .  The d i s t i l l a t e  c o n t a i n e d  t r a c e s  o f  t h e  c a r b o n y l  
c o m p o u n d ,  m o s t  o f  w h i c h  r e m a i n e d  i n  t h e  l i q u o r .  S t e a m  d i s ­
t i l l a t i o n  a t  pH 1 . 5 ,  i n  i c h  1 8 2  ml c  1 s t i l . l a t e  w e r e  c o l ­
l e c t e d ,  y i e l d e d  r e s u l t s  s i m i l a r  t o  s t e a m  d i s t i l l a t i o n  u n d e r  
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s .  E x t r a c t i o n  w i t h  p e t r o l e u m  e t h e r ,  c h i  o r  o -  
f o rm  o r  t o l u e n e  f r o m  e i t h e r  a c i d  o r  a l k a l i n e  s o l u t i o n s  a l s o  
f a i l e d  t o  r e m o v e  t h e  c o m p o u n d .
A f t e r  t h e  a b o v e  t r e a t m e n t s  20 ml o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  
w e r e  m i x e d  w i t h  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  r e a g e n t  ( S h r i n e r  
a n d  F u s o n ,  194 8 ) and  1 0  ml 95 p e r  c e n t  e t h a n o l  a n d  r e f r i g e r ­
a t e d  o v e r n i g h t .  A f e w  c r y s t a l s  o f  b r i g h t  r e d  t o  p u r p l e  p r e ­
c i p i t a t e  f o r m e d  w h i c h ,  a f t e r  tw o  r e c r y s t a l l i z a t i o n s  f r o m  
e t h a n o l ,  m e l t e d  a t  1 2 3 - 1 2 5  C.  T h i s  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  t o  a n y  
com pound  f o u n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  w h i c h  h a d  t h e  a b o v e  c h a r ­
a c t e r i s t i c s .
T h e  r e g a i n i n g  3 0  ml o f  e x t r a c t e d ,  s t e a m  d i s t i l l e d  m a ­
t e r i a l  w as  f r o z e n  and  t h e n  p l a c e d  i n  a  d e s s l c a t o r  o v e r n i g h t  
u n d e r  c o n t i n u o u s  e v a c u a t i o n .  The d r i e d  m a t e r i a l  r e m a i n i n g
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a f t e r  t h i s  t r e a t m e n t  c o n t a i n e d  o n l y  i n o r g a n i c  s a l t s .
I n  s u b  sequenfc  e x p e r i m e n t s  t h e  r e a c t i o n  l i q u o r ,  a f t e r  
e t h e r  e x t r a c t i o n  a t  pH 1 . 5  t o  r e m o v e  s a l i c y l i c  a c i d  a n d  
p i g m e n t ,  w a s  t r e a t e d  a t  n e u t r a l i t y  w i t h  A m b e r l i t e  M B -1 ,  
a m i x t u r e  o f  c a t i o n i c  a n d  a n i o n i c  e x c h a n g e  r e s i n s .  T h i s  
d i d  n o t  r e m o v e  t h e  co m pound  f r o m  s o l u t i o n ,  I n d i c a t i n g  o n l y  
w e a k  d i s s o c i a t i o n ,  i f  a n y .
T w e n t  y - f i v e  m l  o f  t h e  r e s i n  t r e a t e d  m a t e r i a l  w e r e  t h e n  
m i x e d  v / i t  h  2 g  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  ( M e r c k ) ,  s h a k e n  f o r  1 0  
m i n u t e s ,  a n d  f i l t e r e d .  The c o m p o u n d  r e m a i n e d  o n  t h e  c h a r c o a l ,  
f r o m  v f c i c h  i t  c o u l d  b e  e l u t e d  w i t h  25  ml 95  p e r  c e n t  e t h a n o l .
I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  a p p r o x i m a t e l y  1 L o f  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w as  e x t r a c t e d  a t  pH 1 . 5  a n d  t r e a t e d  w i t h  s e v e r a l  
a d d i t i o n s  o f  c h a r c o a l  t o  c o m p l e t e l y  r e m o v e  t h e  c a r b o n y l  
c o m p o u n d .  The  c h a r c o a l  w a s  t h e n  t r e a t e d  w i t h  s u f f i c i e n t  
( a p p r o x i m a t e l y  1 L )  e t h a n o l  t o  c o m p l e t e l y  e l u t e  t h e  c o m -  
p o u n d  f r o m  t h e  c h a r c o a l ,  a n d  t h e  e l u a t e  f r a c t i o n a l l y  d i s ­
t i l l e d .  T h e  e t h a n o l  f r a c t i o n  c o n t a i n e d  a  s m a l l  p o r t i o n  o f  
t h e  c o m p o u n d ,  a s  d i d  o t h e r  f r a c t i o n s  b o i l i n g  a t  t e m p e r a t u r e s  
b e l o w  1 0 0  0 .  T h e  b u l k  o f  t h e  c o m p o u n d  d i s t i l l e d  a t  1 0 1  t o  
1 0 4  C .  T h i s  f r a c t i o n  was r e d i s t i l l e d ,  a n d  t h e  f r a c t i o n  
b o i l i n g  a t  1 0 1  t o  1 0 3  G w a s  c o l l e c t e d .  T h i s  f r a c t i o n ,  a p ­
p r o x i m a t e l y  1 0  m l ,  c o n t a i n e d  m o s t  o f  t h e  c o m p o u n d .  I t  a l s o  
c o n t a i n e d  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t s  o f  w a t e r .  T h e  f r a c t i o n  was  
s p r e a d  i n  a  s h a l l o w  l a y e r  i n  a  d e s s i c a t o r  c o n t a i n i n g  a n h y d r o u s  
" D r l e r l t e "  w h i c h  w a s  c h a n g e d  w e e k l y .  A f t e r  3  w e e k s  t h e  f r a c ­
t i o n  s t i l l  c o n t a i n e d  w a t e r  a s  e v i d e n c e d  b y  I t s  a b i l i t y  t o
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c h a n g e  a n h y d r o u s  CuSO^ t o  t h e  b l u e ,  h y d r o u s  f o r m .  A f t e r  4 
w e e k s  o n l y  a  s l i g h t  f i l m  o f  d r y  m a t e r i a l  r e m a i n e d .  T h i s  
m a t e r i a l  f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  2 , 4 - d i n l t r o p h e n y l h y d r a z i n e . 
A t t e m p t s  t o  i d e n t i f y  t h e  c o m p o u n d  w e r e  a b a n d o n e d .
M e ta b  o i l a m  o f  s  r a p e c t e d  i n t e r m e d i a t e s
A nurabea? o f  c o m p o u n d s  w h i c h  p o s s i b l y  m i g h t  b e  i m p l i c a ­
t e d  a s  i n t e r m e d i a t e s  I n  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  
s a l i c y l i c  a c i d  w e r e  o f f e r e d  t o  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  a s  
s u b s t r a t e s .  The f o l l o w i n g  w e r e  n o t  m e t a b o l i s e d ,  o r  m e t a b o ­
l i s e d  v e r y  s l o w l y :  b e n z o i c  a c i d ,  p h t h a l i c  a c i d ,  p h e n y l  -
a c e t i c  a c i d ,  1 , 2 -  a n d  1 , 4 - n a p h t h o q u i n o n e s , n a p h t h a l e n e - 1 , 2 -  
d i o l ,  n a p h t h a l e n e - 1 , 3 - d i o l ,  n a p h t h a l e n e - I , 4 - d i o l , a n d  o -  
h y d r o x y  b e n z y l  a l c o h o l  ( s a l i c y l  a l c o h o l ) .  I n  o r d e r  t o  
e l i m i n a t e  t h e  r o l e  o f  p e r m e a b i l i t y ,  t h e  a b o v e  s u b s t r a t e s ,  
w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  s a l i c y l  a l c o h o l ,  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  
w i t h  d r i e d  c e l l  p o w d e r s .  I n  no c a s e  was t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  
w i t h  d r i e d  c e l l s  a n y  g r e a t e r  t h a n  w i t h  w h o le  f r e s h  c e l l s .
On t h i s  b a s i s  i t  w o u l d  seem l o g i c a l  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  a b o v e  
c o m p o u n d s  p l a y e d  n o  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  
n a p h t h a l e n e  b y  P .  a e r u g i n o s a  S I B .  A l t h o u g h  s a l i c y l  a l c o h o l  
was n o t  o f f e r e d  t o  d r i e d  c e l l  p r e p a r a t i o n s ,  t h e r e  I s  n o  r e a ­
s o n  t o  b e l i e v e ,  a s  w i l l  b e  s e e n  l a t e r ,  t h a t  t h i s  com pound  i s  
n o t  c a p a b l e  o f  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e .
T h e  r o l e  o f  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l  , 2 - d i o l .  m u s t  r e m a i n  
u n d e c i d e d .  T h e  co m p o u n d  was  n o t  m e t a b o l i s e d  a s  r a p i d l y  a s  
was n a p h t h a l e n e ,  s a l i c y l a t e ,  o r  o t h e r  s u b s t r a t e s  t o  b e  d i s ­
c u s s e d  b e l o w ,  b u t  i t  was  d e f i n i t e l y  u t i l i z e d .  F r e s h l y  h a r v e s t e d
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c e l l s ,  a s  w e l l  a s  d r i e d  c e l l  p r e p a r a t  I o n s , m e t a b o l i s e d  t h e  
d i h y d r o d i o l  a b o u t  o n e - h a l f  a s  r a p i d l y  as  t h e y  d o  n a p h t h a l e n e *  
F r e s h  c e l l s  c o n s u m e d  2 0 4  j i l  o x y g e n  p e r  h o u r  w h e n  2 . 5  mg 1 , 2 -  
d l h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l  w e r e  p i ’e s e n t  p e r  3 . 0  ml r e a c t i o n  
f l u i d .  T h e  s a m e  c e l l s ,  m e t a b o l i s i n g  1 mg n a p h t h a l e n e ,  u s e d  
4 1 0 ^ x L  o x y g e n  p e r  h o u r .  D r i e d  c e l l  p r e p a r a t i o n s  c o n s u m e d  
o x y g e n  a t  t h e  r a t e  o f  1 9 6  j i  1 p e r  h o u r  w i t h  1 mg o f  t h e  d i ­
h y d r o d i o l ,  b u t  u t i l i z e d  435 j x l  p e r  h o u r  w i t h  1 mg n a p h t h a l e n e .
I n a s m u c h  a s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d i h y d r o d i o l  w a s  n o t  c e r ­
t a i n ,  b e i n g  l a b e l e d ,  o n  r e c e i p t  f r o m  D r .  B o y l a n d ,  a s  ,Jd i o l  
f r o m  r a b b i t s , 1' d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  c o u l d  n o t  b e  d r a w n .  B o o t h  
a n d  B o y l a n d  (1 9 4 9  ) r e p o r t e d l y  i s o l a t e d  b o t h  D- a n d  D L - 1 , 2 -  
d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  f r o m  t h e  u r i n e  o f  n a p h t h a l e n e  
t r e a t e d  r a b b i t s .  W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e  ( 1 9 5 3 )  n o t e d  t h e  
m e t a b o l i s m  o f  o n l y  t h e  D -  o r  D L - d i h y d r o d i o l . L - l , 2 - d i h y d r o -  
n a p h t h a l e  n e - 1  , 2 - d l o l  was i n a c t i v e .  S i n c e  t h e  g i f t  o f  t h e  
d i h y d r o d i o l  was s o  s m a l l  a s  t o  p r e c l u d e  f u r t h e r  s t u d i e s ,  i t  
c o u l d  o n l y  b e  s t a t e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  c o m p o u n d  w a s  m e t a b o ­
l i s e d ,  d e f i n i t e  p r o o f  a s  t o  i t s  b e i n g  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  
o x i d a t i o n  o f . n a p h t h a l e n e  t o  s a l i c y l i c  a c i d  r e m a i n e d  t o  b e  
f o u n d .
A l t h o u g h  t h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  o f  t h e  d i h y d r o d i o l  c a s t  
so m e  d o u b t  o n  t h e  r o l e  o f  t h a t  co m pound  i n  n a p h t h a l e n e  o x i d a ­
t i o n ,  b o t h  1 -  and 2 - n a p h t h o l  w e r e  d e f i n i t e l y  i m p l i c a t e d  I n  
n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  on  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  r a t e s  o f  u t i l i ­
z a t i o n .  I n  a t y p i c a l  e x p e r i m e n t  t h e  Qq^  v a l u e  w i t h  3 ^ a M o l e s  
o f  1 - n a p h t h o l  was 2 3 6 ;  w i t h  a n  e q u a l  a m o u n t  o f  2 - n a p h t h o l ,  2 5 1 ;
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w i t h  8 y j M o l e s  o f  n a p h t h a l e n e ,  1 9 5 .  The r o l e s  o f  t h e s e  e r a  -  
p o u n d s  i n  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  w i l l  h e  d i s c u s s e d  f u r t h e r  i n  
t h e  n e x t  s e c t i o n .
The r o l e  o f  1 -  a n d  2 - n a p h t h o i  i n  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m
B o t h  1 -  a n d  2 - n a p h t h o l  w e r e  f o r m e d  f ro m  n a p h t h a l e n e  by- 
a n i m a l s ,  p r e s u m a b l y  w I t h  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - l , 2 - d i o l  
s e r v i n g  a s  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  f o r m a t i o n  of  e a c h .  I n  
a d d i t i o n ,  b o t h  n a p h t h o l s  w ere  r a p i d l y  m e t a b o l i s e d  by n a p h ­
t h a l e n e  g ro w n  b a c t e r i a l  c e l l s .  T he  a u t h o r s  ( T r e c c a n i ,
Yf 'olker  a n d  W i l t s h i r e ,  1 9 5 4 )  o f  ih i s  l a t t e r  o b s e r v a t i o n  e x ­
p r e s s e d  so m e  d o u b t  a s  t o  t h e  r o l e  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  
n a j h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n .
I n  c o n c u r r e n c e  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  T r e c c a n i ,  W a l k e r  a n d  
W i l t s h i r e ,  b o t h  n a p h t h o l s  w e r e  t o x i c  a t  r e l a t i v e l y  l o w  l e v e l s  
( f i g u r e  1 0 ) .  I n  v i e w  o f  t h e i r  r a p i d  r a t e s  o f  o x i d a t i o n  a t  
op t im u m  c o n c e n t r a t i o n s  i t  s e e m e d  p r o b a b l e  t h a t  t h e s e  c o m p o u n d s  
w o u l d  n o t  a c c u m u l a t e  t o  t o x i c  l e v e l s  d u r i n g  n a p h t h a l e n e  
m e t a b o l i s m .  T h i s  was v e r i f i e d  i n  t h a t  c o n t r o l  t u b e s ,  u t i ­
l i z e d  d u r i n g  a t t e m p t s  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  1 , 2 -  
d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d l o l ,  w o u l d  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  p r e ­
s e n c e  o f  t h e s e  n a p h t h o l s  I f  p r e s e n t .  A t  n o  t i m e  w as  t h e r e  
e v i d e n c e  o f  n a p h t h o l  a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  n a p h t h a l e n e  o x i d a ­
t i o n  b y  e i t h e r  r e s t i n g  o r  g r o w i n g  c u l t u r e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  
r e l a t i v e  t o x i c i t y  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  e x p l a i n e d  t h e  f a i l u r e  o f  
e a r l y  w o r k e r s  t  o d e m o n s t r a t e  e i t h e r  g r o w t h  w i t h ,  o r  m e t a b o ­






41 2 3 5
mg N a p h t h o l
F i g u r e  1 0 .  O x i d a t i o n  o f  n a p h t h o l s  a t  v a r i o u s  c o n c e n ­
t r a t i o n s .
C u r v e  1 ,  1 - n a p h t h o l ;  C u r v e  2 ,  2 - n a p h t h o l .
E a c h  W a r b u r g  f l a s k  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s ­
s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  1 . 5  m l ;  
c e l l  s u s p e n s i o n ,  1 3 . 9  mg p r o t e i n  p e r  m l ,  
0 . 3  m l ;  1 -  o r  2 - n a p h t h o l ,  a s  i n d i c a t e d ;
2 0  p e r  c e n t  KOH i n  c e n t e r  w e l l ,  0 . 2  m l ;  
a n d  HgO t o  t o t a l  v o l u m e  3 . 2  m l .
6 8
N a p h t h o l  d e g r a d a t i o n  was  m e a s u r e d  q u a n t i t a t i v e l y  a t  2 0  
m i n u t e  i n t e r v a l s  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  d e g r a d a t i o n  o f  3  mg 
o f  e i t h e r  n a p h t h o l .  B o t h  n a p h t h o l s  h a d  b e e n  c o m p l e t e l y  o x i ­
d i z e d  a t  t h e  e n d  o f  t w o  h o u r s .  I n  n e i t h e r  c a s e  w a s  t h e r e  
a n y  e v i d e n c e  f o r  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d .  How­
e v e r ,  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  2 - n a p h t h o l  a  c o m p o u n d  a c c u m u ­
l a t e d  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  v h l c h  g a v e  a  b l u e  c o l o r  w i t h  
f e r r i c  c h l o r i d e .  T h i s  c o m p o u n d ,  w h i c h  c a n  b e  e x t r a c t e d  w i t h  
e t h e r  f r o m  e i t h e r  a c i d  esc a l k a l i n e  s o l u t i o n s ,  h a d  n o t  d i s ­
a p p e a r e d  u p o n  f u r t h e r  i n c u b a t i o n  f o r  a n  a d d i t i o n a l  h o u r ,  a n d  
a p p a r e n t l y  w a s  b i o l o g i c a l l y  i n e r t  I n  t h i s  s y s t e m .  I n a s m u c h  
a s  t h i s  com pound  h a d  n o t  a c c u m u l a t e d  I n  t h e  g r o w t h  m e d iu m ,  
a s  e v i d e n c e d  b y  c h r o m a t o g r a p h i c  s t u d i e s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  
i t  s e e m e d  p r o b a b l e  t h a t  2 - n a p h t h o l  was  n o t  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  
n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n .  P r o b a b l y  i t  was s u f f i c i e n t l y  s i m i l a r  
t o  n a p h t h a l e n e  t o  b e  m e t a b o l i s e d  a t  a  r a p i d  r a t e ,  a s  w e r e  
1 - c b l o r o n a p h t h a l e n e  a n d  S u d a n  I I I ,  m e n t i o n e d  e a r l i e r .
S i n c e  s a l i c y l a t e  d i d  n o t  a c c u m u l a t e  d u r i n g  .1- n a p h t h o l  
m e t a b o l i s m  t h e r e  was s t i l l  no  d i r e c t  p r o o f  t h a t  t h i s  co m p o u n d  
d i d  a c t u a l l y  p a r t i c i p a t e  I n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o  
s a l i c y l i c  a c i d  b y  P .  a e r u g i n o s a  S I B .  H o w e v e r ,  i t  w a s  p o s s i b l e  
t h a t ,  s i n c e  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  n a p h t h o l s  m u s t  b e  
u s e d  t o  a v o i d  t o x i c i t y ,  t h e r e  was I n s u f f i c i e n t  s u b s t r a t e  t o  
e l i c i t  t h e  p h e n o m e n o n  o f  “p r e f e r e n t i a l  o x i d a t i o n ” a n d , t h e r e ­
f o r e ,  s a l i c y l i c  a c i d  was  m e t a b o l i s e d  a s  r a p i d l y  a s  I t  w a s  
.f o i m e d .
A c c o r d i n g l y ,  s e v e r a l  c o m p o u n d s  w e r e  u t i l i z e d  i n  a n
I
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e f f o r t  t o  f i n d  an  i n h i b i t o r  t o  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  I n  o r d e r  
t h a t  s a l i c y l i c  a c i d  m i g h t  b e  d e t e c t e d  i f  i t  was an  i n t e r ­
m e d i a t e  s t e p  i n  1 - n a p h t h o l  d e g r a d a t i o n .  F i f t y  juMoles  o f  
s u l f a n i l i c ,  s u l f o s a l i c y l i c » p - * h y d r o x y b e n z o i c , 3 , 5 - d i n i t r o -  
s a l i c y l i c ,  p h t h a l l c  o r  b e n z o i c  a c i d s ,  s u l f a n i l a m i d e ,  o r  
s a l  i c a l d e h y d e  o x im e  f a i l e d  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  o x i d a t i o n  
o f  1 0  ^ lM oles  o f  s a l i c y l i c  a c i d .  H o w e v e r ,  b o t h  s a l i c y l a m i d e  
a n d  s a l i c y l  a l c o h o l  a r e  i n h i b i t o r y  t o  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  
( t a b l e  7 ) .  A l t h o u g h  t h e  a l c o h o l  h a d  t h e  d i s a d v a n t a g e  o f  
i t s e l f  b e i n g  m e t a b o l i s e d  s l o w l y ,  i t  a l s o  h a d  t h e  a d v a n t a g e  
o f  b e i n g  m ore  r e a d i l y  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  
t h e  e n d  o f  t h e  r e a c t i o n  so t h a t  s a l i c y l i c  a c i d  c a n  b e  d e ­
t e r m i n e d .  B o t h  i n h i b i t o r s  r e a c t  w i t h  f e r r i c  c h l o r i d e  t o  
g i v e  c o l o r e d  c o m p o u n d s .  S a l i c y l  a l c o h o l  w a s  u s e d  a s  t h e  
m e t a b o l i c  I n h i b i t o r  o f  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n  i n  t h e  s t u d i e s  
t h a t  f o l l o w e d .
P .  a e r u g i n o s a  S IB  was  a l l o w e d  t o  m e t a b o l i s e  b o t h  n a p h ­
t h o l s  ( 1 . 5  mg p e r  9 ml r e a c t i o n  l i q u o r )  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  3 ml o f  a n  a q u e o u s  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  s a l i c y l  
a l c o h o l  f o r  3 5  m i n u t e s .  At t h i s  t i m s  t h e  r a t e  o f  o x y g e n  u p ­
t a k e  h a d  b e g u n  t o  d e c r e a s e .  The s a m p l e s  w e r e  a d j u s t e d  t o  pH 
1 0  a n d  w a s h e d  w i t h  e t h e r .  The pH was  t h e n  a d j u s t e d  t o  1 . 5  a n d  
t h e  s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  t h r e e  2 0  ml p o r t i o n s  o f  e t h e r .  
The  a c i d  e t h e r  e x t r a c t s  w e r e  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  a n d  r e d i s ­
s o l v e d  i n  1 ml o f  e t h e r .  A 0 . 0 1  ml a l i q u o t  o f  e a c h  s a m p l e  
w as  c h r o m a t o g r a p h e d  i n  w a t e r - s a t u r a t e d  b u t a n o l ,  d r i e d  a n d  
s p r a y e d  w i t h  F e C l ^ .  S a l i c y l i c  a c i d  c o u l d  n o t  b e  u e t e c t e d
TABLE 7
E f f e c t  o f  s a l  l c y l a m i d e  a n d  s a l i c y l  a l  c o h o l  
o n  s a l I c y l a t e  o x i d a t i o n
I n h i b i t o r
S u b s t r a t e S a l i c y l  
a l c  o h o l
None 1 4 1 4
S a l i c y l a t e 2 6 8
I n h i b i t  o r 1 4 96
S a l i c y l a t e  p l u s  
I n h i b i t  o r
111 1 7 4
E a c h  W a r b u r g  f l a s k  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  1 . 5  m l ;  c e l l  s u s ­
p e n s i o n ,  1 5 . 2  tag p r o t e i n  p e r  m l ,  0 . 3  m l ;
0 . 0 5  U s o d i u m  s a l i c y l a t e ,  0 . 2  m l ;  s a l i c y l a -  
m i d e ,  6 , 9  mg,  o r  s a t u r a t e d  a q u e o u s  s o l u t i o n  
o f  s a l i c y l  a l c o h o l ,  1 . 0  m l ;  20  p e r  c e n t  KOH 
i n  c e n t e r  w e l l ,  0 . 2  m l ;  a n d  HpO t o  t o t a l  
v o l u m e ,  3 . 2  m l .
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f r o m  t h e  e x t r a c t s  o f  e i t h e r  n a p h t h o l  m e t a b o l i s e d  a l o n e *  P ro m  
t h e  e x t r a c t s  o f  t h e  2 - n a p h t h o l  p l u s  s a l i c y l  a l c o h o l ,  a s  w e l l  
a s  f r o m  t h e  i n h i b i t o r  a l o n e ,  b o t h  s a l i c y l  a l c o h o l  a n d  s a l i c y ­
l i c  a c i d  c o u l d  b e  d e t e c t e d  a s  b a r e l y  p e r c e p t i b l e  s p o t s .  
H o w e v e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s a l i c y l  a l c o h o l  c o n s i d e r a b l e  
a m o u n t s  o f  s a l i c y l i c  a c i d  h a d  b e e n  f o i m e d  f r o m  1 - n a p h t h o l .
I n  v i e w  o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  s a l i c y l i c  a c i d  f o r m e d  
f r o m  2- n a p h t h o l  w as  a p p a r e n t l y  t h e  same i n  t h e  p r e s e n c e  o r  
a b s e n c e  o f  t h e  a l c o h o l ,  2 - n a p h t h o l  was c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e d  
f r o m  c o n s i d e r a t i o n  a s  an i n t e r m e d i a t e  i n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a -  
t  i o n .
I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  s t r e n g t h e n  t h e  p o s i t i o n  o f  1 - n a p h t h o l  
a s  a n  I n t e r m e d i a t e  i n  n a p h t h a l e n e  d e g r a d a t i o n ,  JP. a e r u p ; i n o s a  
S IB  w as  a l l o w e d  t o  m e t a b o l i s e  1 - n a p h t h o l  f o r  2 0  m i n u t e s  I n  
t h e  p r e s e n c e  ar id a b s e n c e  o f  t h e  i n h i b i t o r .  T h e  r e a c t i o n  m i x ­
t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  w a s h e d  w i t h  e t h e r  u n d e r  a l k a ­
l i n e  c o n d i t i o n s .  The a m o u n t  o f  s a l i c y l i c  a c i d  f o r m e d  f r o m
1 - n a p h t h o l  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  I n h i b i t o r  w a s  e s s e n t i a l l y  
t w i c e  t h a t  f o r m e d  f r o m  s a l i c y l  a l c o h o l  a l o n e  ( t a b l e  8 ) .
F i n a l l y ,  t o  e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  c o n s t i t u t i v e
1 - n a p h t h o l  o x i d a t i v e  s y s t e m  i n  w h i c h  s a l i c y l i c  a c i d  p l a y e d  
t h e  r o l e  o f  I n t e r m e d i a t e ,  c e l l s  h a r v e s t e d  f r o m  m ed iu m  YEG 
w e r e  a l l o w e d  t o  m e t a b o l i s e  b o t h  I -  a n d  2 - n a p h t h o l .  W i t h  
e i t h e r ,  o x y g e n  w as  c o n s u m e d  a t  r a t e s  o n l y  s l i g h t l y  g r e a t e r  
t h a n  t h a t  o f  e n d o g e n o u s  o x y g e n  c o n s u m p t i o n .
T h e r e  s e e m e d  l i t t l e  d o u b t ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  1 - n a p h t h o l  
was  a n  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  o x i d a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  t o
TABLE 8
F o r m a t i o n  o f  s a l i c y l a t e  f r o m  1 - n a p h t h o l  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  s a l i c y l  a l c o h o l
s a l i c y l a t e  f o r m e d
1 - n a  p h t h o l
s a l i c y l  a l c o h o l 315
1 - n a p h t h o l  p l u s  f 
s a l i c y l  a l c o h o l  I 605
E a c h  b o t t l e  c o n t a i n e d  0 . 1  M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  pH 6 . 5 ,  1 . 5  m l ;  c e l l  s u s p e n s i o n ,  32  mg 
p r o t e i n  p e r  m l ,  1 . 0  m l ;  1 - n a p h t h o l ,  1 . 5  mg; 
s a t u r a t e d  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  s a l i c y l  a l c o h o l ,
3 . 0  m l ;  a n d  w a t e r  t o  t o t a l  v o lu m e  1 0 . 0  m l .
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s a l i c y l i c  a c i d  b y  P .  a e r u g i n o s a  S I B .  A l t h o u g h  T r e c c a n i ,
W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e  (1 9 5 4 )  n o t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  b o t h  
n a p h t h o l s  b y  n a p h t h a l e n e  g ro w n  c e l l s ,  t h e y  r e f u s e d  to  a s s i g n  
e i t h e r  a  r o l e  I n  th e  I n t e r m e d i a t e  c h e m i s t r y  cf  n a p h t h a l e n e .  
I n d e e d ,  In  a  r e v i e w  b y  A r n a u d i ,  C a n o n i c a  and  T r e c c a n i  ( 1 9 5 5 ) ,  
a l t h o u g h  t h e  p a p e r  o f  T r e c c a n i ,  W a l k e r  a n d  W i l t s h i r e  ( 1 9 5 4 )  
was c i t e d ,  no  m e n t i o n  was made o f  n a p h t h o l  o x i d a t i o n ,  n o r  
was  e i t  h e r  n sp h t h o l  l i s t e d  a s  a  s u s p e c t e d  p r e c u r s o r  o f  
s a l i c y l a t e .  T h is  seem ed  a m p le  p r o o f  t h a t  T r e c c a n i  d id  n o t  
c o n s i d e r  t h e  n a p h t h o l s  o f  s i g n i f i c a n c e  i n  n a p h t h a l e n e  o x i ­
d a t i o n .
P i s  c u s s  i o n  o f  t h e  I n t e r m e d i a r y  Me t a b o l  Ism o f  N a p h t h a l e n e  
D e g r a d a t i o n
At p r e s e n t ,  a l  t h o u g h  t h e r e  was  a m p l e  s u g g e s t i v e  e v i ­
d e n c e  t h a t  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 ~ d i o l  was I m p o r t a n t  i n  
n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  b y  b a c t e r i a ,  no d e f i n i t i v e  w o rk  h a s  
b e e n  c a r r i e d  o u t .  T h i s  i s  not t r u e  w i t h  1 - n a p h t h o l .  I f ,  
h o w e v e r ,  one a c c e p t s  t h e  e v i d e n c e  o f  a n i m a l  s t u d i e s ,  i n ­
d i c a t i n g  t h a t  1 - n a p h t h o l  was f o r m e d  f ro m  n a p h t h a l e n e  by way 
o f  t h e  d i h y d r o d i o l ,  t h e n  I t  c a n  b e  p o s t u l a t e d  t h a t  n a p h t h a ­
l e n e  I s  d e g r a d e d  t h r o u g h  t h e  d i h y d r o d i o l  a n d  1 - n a p h t h o l  t o  
s a l i c y l i c  a c i d  ( f i g u r e  1 1 ) .  S i n c e  s a l i c y l  a l c o h o l  w a s  m e t a b ­
o l i s e d  r a t h e r  s l o w l y ,  e v e n  a t  much l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  
t h o s e  u s e d  f o r  i n h i b i t i o n  s t u d i e s ,  i t  w o u l d  seem l i k e l y  t h a t  
t h i s  compound d i d  n o t  f u n c t i o n  i n  an  i n t e r m e d i a t e  r o l e  i n  
n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n ,  e v e n  t h o u g h  w hen  p r e s e n t  i t  i s - o x i d i z e d
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N a p h t h a l e n e
O H , ,  /
1 - n a p h t h o l
- C O O H
S a l i c y l i c  a c i d
?
•OH
- c h 2 o h
S a l i c y l  a l c o h o l
F i g u r e  1 1 .  N a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  b y  P .  a e r u g i n o s a ,
B r o k e n  l i n e s  i n d i c a t e  u n r e s o l v e d  a l t e r n a ­
t i v e s  .
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t o  s a l i c y l i c  a c i d .  I f  t h i s  i s  t r u e ,  t h e n  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  
u p o n  b r e a k i n g  o f  t h e  r i n g  p r i m a r i l y  a t t a c k e d  t h e  c a r b o x y l  
g r o u p  o f  t h e  c o m p o u n d  u l t i m a t e l y  t o  beco m e  s a l i c y l i c  a c i d  
w as  f o r m e d  b e f o r e  t h e  r e s t  o f  t h e  c h a i n  w a s  r e m o v e d .  Of 
f u r t h e r  i n t e r e s t  i s  t h e  u n i d e n t i f i e d  c a r b o n y l  c o m p o u n d ,  
which, may r e p r e s e n t  t h e  t h r e e - c a r b o n  f r a g m e n t  r e n o v e d  f r o m  
t h e  r u  p t u r e d  r i n g  i n  t h  e  f o r m a t i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d .
SUMMARY"
A p r o c e d u r e  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  
o x i d i z i n g  n a p h t h a l e n e  a l m o s t  s t o l c h l o m e t r i c a l l y  t o  
s a l i c y l i c  a c i d  w a s  d e s c r i b e d .
S a l i c y l a t e  a c c u m u l a t i o n  w as  d e p e n d e n t  u p o n  a e r a t i o n ,  
a g i t a t i o n ,  i n i t i a l  pH n e a r  8 ,  a n d  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  
t h e  m e d iu m  ( 2 . 0  t o  2 . 5  p e r  c e n t  K gHPO ^) .
I n  t h e  a b s e n c e  o f  i r o n  o r  c a l c i u m  i o n s  s a l i c y l a t e  a c c u m ­
u l a t i o n  d u r i n g  g r o w t h  w as  r e d u c e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  90 
p e r  c e n t .  M a g n e s iu m  d e f i c i e n c y  I n t e r f e r e d  l e s s  d r a s t i ­
c a l l y  w i t h  s a l i c y l a t e  p r o d u c t i o n .
R e s t i n g  c e l l s ,  h a r v e s t e d  f r o m  g r o w i n g  c u l t u r e s  w h i c h  
a c c u m u l a t e d  l a r g e  a m o u n t s  o f  s a l i c y l i c  a c i d ,  c o n c u r r e n t ­
l y  c o n t a i n e d  a  v i g o r o u s  s a l i c y l a t e  o x i d i z i n g  s y s t e m .
The s a l i c y l a t e  s y s t e m  was  n o t  a f f e c t e d  b y  m i n e r a l  i o n s  
o r  pH c h a n g e s ,  b u t  w as  r e t a r d e d  b y  h i g h  n a p h t h a l e n e  c o n -  
cen  t r a t I o n s .
G l u c o s e  o x i d a t i o n  b y  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  c e a s e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  n a p h t h a l e n e .
I t  was  p r o p o s e d  t h a t  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s  p r e f e r e n ­
t i a l l y  o x i d i z e d  n a p h t h a l e n e  r a t h e r  t h a n  o t h e r  s u b s t r a t e s  
e v e n  t h o u g h  e  n z y m a f c i c a l l y  c a p a b l e  o f  a t t a c k i n g  t h e s e  s u b ­
s t r a t e s .
1 , 2 - d l h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 - d i o l  c o u l d  o n l y  b e  d e t e c t e d  
i n  s t a t i c  c u l t u r e s  d u r i n g  g r o w t h  I n  a  m ed ium  p o o r l y  s u i t e d  
t o  t h e  g r o w t h  o f  P .  a e r u g i n o s a .
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9 .  D u r i n g  n a p h t h a l e n e  o x i d a t i o n  a  c o m p o u n d  i s  f o r m e d  w h i c h  
r e a c t e d  w i t h  2 , 4 - d i n l t r o p h e n y l h y d r a z i n e .  T he  com p o u n d  
c o u l d  n o t  b e  i s o l a t e d  o r  i d e n t i f i e d .  Some o f  i t s  c h a r a c ­
t e r i s t i c s  a r e  l i s t e d .
1 0 .  B e n z o i c ,  p h t h a l i c  and  p h e n y l a c e t i c  a c i d s ,  1 , 2 -  a n d  
1 , 4 - n a p h t h o q u i n o n e s ,  1 , 2 - ,  1 , 3 - ,  a n d  1 , 4 - d i h y d r o x y n a p h -  
t h a l e n e s ,  a n d  s a l i c y l  a l c o h o l  w e r e  n o t  m e t a b o l i s e d  a t  
s i g n i f i c a n t  r a t e s  b y  n a p h t h a l e n e  g r o w n  c e l l s .
1 1 . 1 , 2 - d I h y d r o n a p b . t h s l  e n e - 1 , 2 - d i o l ,  1 - n a p h t h o l  a n d  2 -  
n a p h t h o l  w e r e  r a p i d l y  o x i d i z e d  b y  n a p h t h a l e n e  g r o w n  
c e l l s .
1 2 .  T h e  r a t e  o f  o x i d a t i o n  c f  1 , 2 - d i h y d r o n a p h t h a l e n e - 1 , 2 -  
d l o l  m e t a b o l i s m  was s l o w e r  t h a n  w o u l d  b e  s u s p e c t e d  f o r  
a n  i n t e r m e d i a t e  i n  n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m .  I t s  r o l e  i n  
n a p h t h a l e n e  m e t a b o l i s m  s t i l l  r e m a i n e d  u n r e s o l v e d .
1 3 .  M e t a b o l i s m  o f  1 -  o r  2 - n a p h t h o l  a l o n e  d i d  n o t  l e a d  t o  
t h e  a  c c u m u l  a t  i o n  o f  s  aL i c y l i c  a c i d .  I n  t h e  p r e s e n c e
o f  s a l i c y l  a l c o h o l ,  I n h i b i t o r y  t o  s a l i c y l a t e  o x i d a t i o n ,  
c o n s i d e r a b l e  a m o u n t s  o f  s a l i c y l i c  a c i d  a c c u m u l a t e d  
f r o m  1 - n a p h t h o l .  No s a l i c y l a t e  I s  f o n n e d  f r o m  2 - n a p t h o l .
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